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'1 Convenio ORSTOM / ASOCANA I
.~
PROYECTO PRESENTADO AL FONDO DE NUEVOS DESARROLLOS
ASOCAÑA
Titulo: Programa de Estudios Preliminares sobre el impacto de la Microbiologia en
lafabricacion del azucaro
Antecedentes:
En el cuadro del convenio Asocaña/Orstom estaba previsto iniciar unos estudios
sobre los aspectos de bioconversiones de los desechos y subproductos de la caña de azú-
car, en relacion con los aspectos prioritarios encontrados en los ingenios causados por los
microorganismos.
~
" .
J 'fi . ~ustl-caclon:
El presente programa de investigación esta relacionado con las perspectivas de mejo-
ramiento de los procesos de fabricación del azucar, particularmente en lo que concierne
•
... las perdidas de azucar, la calidad de la caña y el aprovechamiento de los desechos y sub-
productos de caña.
Despues del analisis realizado y presentado el 25 de Mayo, se propone el siguiente
programa que se realizará con estudiantes de, grados de la Universidad del Valle en rela-
ción con los Ingenios y Cenicaña. Eso permitirá definir los criterios de manera mas preci-
. sa acerca de los proyectos previstos, y capacitar estudiantes a las tecnicas microbiológicas
y fermentativas. Este programa se realizara en el cuadro de la prolongación del convenio
con Orstom prevista para un año, con la asesoria del Dr. M. Raimbault.
Se espera que el presente programa permitira obtener las infonnaciones necesarias
para la toma de decision sobre un Centr~ de Transferencia de Technologia.
Objetivos y Estrategia:
El Objetivo general del Programa consiste en la realización de cuatro estudios:
1. Estudio de la micro/lora lactica de los ;ueos de caña en relaciÓn con la calidad de la caña y
las lJerdi das de azúcar.
2. Efecto de la adición de enzimas sobre la extracciÓn del ;u~ de caña.
3. Fermentación alcohÓlica del baeazo de caña inoculado con levaduras por FMS.
" 4. Producción de Acido Láctico a partir de Vinazas de destileria.
• Cada uno de estos estudios debe pennitir obtener la infonnación necesaria para ase- 1'.
gurarse de la factibilidad y definir los criterios para desarrollar un proyecto a escala prein- '
dustrial.
Estos estudios permitiran también establecer la metodologia basica para la evaluacion
del impacto de los microorganismos en la fabricación del azúcar.
Este programa se realizara a traves de 4 trabajos de tesis de grado de la Universidad
del Val1e, tanto el el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud
(Responsable Prof. Miriam Astudillo), como en el Departamento de Procesos Quimicos y
Biologicos de la Facultad de Ingenieria (Responsables Prof. OIga Rojas y Jairo Alonzo).
Actividad y Ejecucion;
En el anexo adjunto, se detallan los objetivos especificos, el programa de actividad y
la metodologia que se aplicaran para cada uno de los cuatro temas de investigacion.
El programa se realizara en el cuadro del convenio Orstom / Asocaña, bajo la respon-
sabilidad del Dr. Maurice Raimbault. Los trabajos se realizaran en los loboratorios de la
Universidad del Valle en relacion con los ingenieros y tecnicos del sector.
Calendario;
IJulio IAgoslSep IOct INovlDic lEne Ireb IMarlAbr IMaYIJum
1. Microflora lactIca de jugos de cana
- Conteo de los grupos bactenanos --------------
- Microtlora lacUca ----------------
- LorelaclOn con perdidas ------------ ----------
- Efecto de bactencidas ----------------------
- bvaluaclOn calidad nucrobio!. caña ----------------
12. Uso de enzimas de maceraclOn
- Ensayos de enZImas en ARE --------------------------------
- DefimclOn concentraclOn; mezclas --------------------
- Efecto sobre composIcIon jugos ----------------------
- balance azucar en Jugo y bagazo -------------------
3- Ferment. alc91.1ol. del Bagazo
- selecclOn y cultIvo de levadura
- fMS de bagazo Inoculado
- balance azucares alcohol
- balance calonco
4- Acido lactIco con vmazas
- ~elecclOn de cepas de Lactobacillus
- ÜptIm1zaClOn culUvos en VInazas
- Ensayos proceso contInuo
- Balance de proceso
Administración:
El programa sera realizado bajo el control del Consejo Tecnologico de Asocaña, con
el apoyo de Cenicaña en lo que concierne la administración, la documentación y el apoyo
tecnico. Los trabajos se realizarán en la Universidad del Valle en el cuadro de un conve-
nio entre Orstom y Univalle. t
-.
,
..
i
..
;
..'
•
Presupuesto:
Para realizar esos trabajos se necesitan los siguientes requisitos para el año 1992-1993
Personal: 4 becas de 12 meses 2,000.000
Gastos de viajes y transportes.................................................................... 500,000
Suministros: Productos quimicos 1,000.000
. Vidrios de laboratorio 1,000.000
. Materiales de laboratorio 5,000.000
Gastos de Administración 300.000
Documentación y Publicacion................... 200.000
Equipos: 1 HPLC para analisis de jugos y mostos fennentados 10,000.000
(prestado a la Universidad del Valle) ---------------
~,
.
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TOTAL:
Plan de financiación:
- Al inicio del programa: Equipo: 10,000.000
suministros: 5.000.000 Sff:
- Julio 92/dic. 92 Personal.. : 1,000.000
Admin.... : 150.000
Viajes y Transp.: 250.000
Document. 100.000 Sff:
- Ener093/ Julio 93 Personal..: 1,000.000
suministros: 2,000.000
Administ.. ... : .150.000
Viajes y Transp.; 250.000
Publicacion 00.000 Sff:
20,000.000
15,000.000
1,500.000
3,500.000
Riesgos:
Como todos los programas de investigacion basica aplicada, los riesgos de no obtener
, los resultados esperados para validar los proyectos tecnologicos a un nivel preindustrial
~. pueden ser altos. Pero como son 4 proyectos diferentes los riesgos quedan reducidos para
una inversion comun, y un monto bastante bajo en comparacion de los beneficios espera-
:. dos. ~
En cuanto a los objetivos generales, se debe considerar que se obtendran resultados
de varias categorias. Unos son de tipo metodologico, otros de capacitacion y otros de tipo
tecnologicos. Los riesgos de no obtener resultados utilisables o aplicables para el mejora-
miento de los procesos fabriles parecen poco probables.
Beneficios esperados:
Los beneficios esperados conciernen las perspectivas de implementar unos de los
proyectos preindustriales presentados en el documento de sintesis sobre une Centro de
Transferencia de Technologia realizado en collaboracion con la cooperacion francesa.
Cada uno de los proyectos tiene como perspectiva el mejoramiento de los rendimien-
tos de fabricacion del azucar, con un objetivo de ganar uno o dos puntos de recuperacion
del azúcar contenido en la caña. Eso procuraria una ganancia de un nivel mucho mas alto
que el costo del presente programa.
Ademas, otros proyectos tienen como perspectivas valorizar el azucar no recuperado
que todavia queda poco valorizado en mieles o en bagazo, y aplicar nuevas alternativas de
tratamiento de los efluentes o desechos de la actividad azucarera.
Seguimiento del Proyecto:
En lo que conciernen los informes y resultados se preve lo siguientes:
Cada uno de los estudiantes presentara un informe trimestral de sus actividades antes los
ingenieros y tecnicos en Cenicaña o en Univalle. Ademas deberan entregar un infonne
por escrito en Septiembre 92 para la presentacion de su programa de actividad, en Marzo
de 1993, un informe de avances, y las memorias de su tesis de grado en Junio de 1993.
Terminación 'del Proyecto:
El programa se tenninara despues de 12 meses con la entrega de las memorias de los
trabajos de tesis de grado, y una sintesis de evaluación de los resultados presentada por el
responsable del programa.
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Programa de Tésis de Grado - UNIVALLE
Nombre del estudiante: Zoraida Alejandra MORA H.
diciplina: Biología
Laboratorio: Univalle, San Fernando /Ing: Castilla
Financiamiento: Programa ASOCAÑA / ORSTOM
Responsable: Dr. Maurice RAIMBAULT
TITUW: Estudio de la micro flora lactica de los ;ueos de caña en relaci6n con la calidad de
la caña y las perdidas de aZÚcar.
Antecedente:
- La revision bibliografica del Dr Raimbault y el interes de los ingenios, el de Central de
Castilla en particular, indican el impacto importante de las bacterias lacticas (sobre todo de Leu-
conostoc) sobre la calidad de la caña y la eficiencia de la fabricacion de azucaro
- Se iniciaron unos trabajos con Carlos Figueroa sobre Leuconostoc en fennentacion agria
del almidon de yuca
- Los dextranas de Leuconostoc mesenteroides tienen importancia en el sector azucarero y
en el sector agro-alimenticio.
Objetivos:
- Definir la metodología para evaluación de la contaminación de la caña
- Aislar y estudiar cepas de Leuconostoc en relación con la produccion de dextranas
- Medir el efecto de la microfiora lactica en jugo de caña
Programa:
- Definir la tasa de contaminacion bacteriana de un jugo de caña
- Aplicar la metodología para definir la presencia de microfiora lactica en las varias etapas
de fabricaClon del azucar (Molienda, filtracion, clarificacion, cristalizacion, centrifugacion, mel-
zas) y ver el efecto de los bactericidas.
- Correlacionar la cantidad de dextranas, acido lactico, invertasa, alcohol, con la micofiora
lactica y levaduras
- Evaluar el efecto de los bacteriocidos sobre la perdida de azucar
- Aislar cepas de Leuconostoc productoras de dextranas y estudiar sus caracteristicas·fisio-
logícas de cultivo
Metodo:
Definir las muestras de caña y la extraccion del jugo de caña con el laboratorio de calidad
del Ingenio Central de Castilla
Aplicar medios de cultivos selectivos para microfiora total, lactica, levadura, Leucanostoc
Analizar los jugos con HPLC para azucares, dextranas, acido lactico, alcohol.
Literatura:
Bibliografía sobre perdidas de azucares por bacterias y problemas de dextranas de Leuco-
nostoe en procesos de elaboracion.
Programa de Tésis de Grado - UNIVALLE
Nombre del estudiante: Maria Cilia SARRIA
diciplina: Bioquimica / Biologia
Laboratorio: UNIVALLE / CENICANA
Financiamiento: Programa ASOCAÑA /ORSTOM
Responsable: Dr. Maurice RAIMBAULT / Jesus LARAHONOO
TITUW: Electo de la adicion de enzimas sobre la exfraccion del ;u~º de caña.
Antecedente:
La extraccion del jugo de caña se opera durante la fase de la molienda de la caña. Esta ope-
ración fue objeto de optimizacion mecanica y hidrolica. Resulta un rendimiento muy bueno de la
recuperacion del azucar, pero todavia se pierde 4 a5 % del azucar en el bagazo. Ademas es nece-
sario añadir agua de maceracion lo que provoca una dilucion del jugo de caña (de 20 a 16 Brix),
para despues reconcentrarlo hasta 60 Brix.
En otros procesos se ha demostrado el interes de adicionar enzimas hidroliticas para facilitar
la extraccion de jugos de planta. Es el caso de la extraccion de aceites de coco y de aceituna.
Objetivos:
El objetivo principal consiste en defmir el potencial que tiene la adicion de enzimas de ma-
ceracion sobre la tasa de recuperacion del azucar del bagazo. Optimizar la adicion de enzimas y
definir cuales enzimas son más eficientes en el proceso de la molienda de la caña.
Se tratara tambien de saber si con rendimientos equivalentes se puede obtenir jugos mas
concentrado para mejorar la eficiencia y bajar el costo de concentracion de los jugos.
Programa:
.
- Evaluar el potencial de adicionar ciertas enzimas sobre la tasa de recuperación del azúcar
- Definir la concentracion de las enzimas efectivas (lignocelulasas, pectinasas, hemicelula
sas, amilasas, dextranasas) solas o en forma de mezclas..
- Efecto de las enzimas sobre el % de extraccion del azucar, la viscosidad y la composicione
del jugo.
Metodo:
- Utilizar un molinito de laboratorio (CENICAÑA) para realizar las pruebas de extraccion
- Utilizar enzimas comerciales Oignocelulasas, amilasas, pectinasas, hemicelulasas) para ha
cer los ensayos y defmir las cantidades necesarias
- Analizar los jugos de caña obtenidos con HPLC, viscosimetro, polarografo
- Analizar el bagazo por contenido de azucares, fibras, agua
- Definir en cada caso el balance de azucares
Literatura:
- Bibliografia Cenicaña / Orstom
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Programa de Tésis de Grado· UNIVALLE
Nombre del estudiante: Fernando BOLIVAR M. Y Alejandro LOPEZ M.
diciplina: Ingeniería procesos / Biologia / Saneamiento Ambiental
Laboratorio: Saneamineto Ambiental Univalle / Ingenios
Financiamiento: Programa ASOCAÑA /ORSTOM
Responsable: Dr. Maurice RAIMBAULT
TrruW: ProducciÓn de Acido Lactico a partir de Vinazas de destileria.
Antecedentes:
- Estudios sobre tratamientos de vinazas para producir Biogas
- Estudio de Dr. J. Rockey sobre analisis de oportunidad de tratrnientos de vinazas
- Perspectivas en tratamiento de vinazas y manipueras de yuca
Objetivos:
- Verificar las cifras de la literatura sobre produccion de acido lactico a partir de vinazas
- Seleccionar las cepas mas adaptadas a las vinazas
- Definir las bases de un estudio pre-industrial
Programa:
- Fennentacion laeti.ca de las vinazas con varias cepas de Lactobacillus homolacticos.
- Utilizacion de vinazas concentradas de 1 a 6 veces como medio de cultivo
- Estudiar la toxicidad de ciertos componentes (cenizas, acidos)
- Influencia de la temperatura y del pH
- Precipitacion con cal y recuperacion de lactato
- Balance del proceso
Metodo:
Fennentacion liquida de vinaza
Evaporador bajo vacio
control de pH
analisis de jugos de fennentacion con HPLC
analisis de cenizas
Literatura:
- J. Rockey in Food microbiology (elsiever)
- Tratamiento de vinazas par produccion de Biogas (Univalle, Sucromiles) por UASB
- Perspectivas de aplicacion en sector azucarero y yuquero
'"
Programa de Tésis de Grado· UNIVALLE
Nombre del estudiante: Dario BALLESTEROS H. Y Jose A. ESTELA
diciplina: Ingenieria de Procesos, Ingenieria Ambiental, Biologia
Laboratorio: Departamiento de procesos Fac. Ingenieria I Ingenios
Financiamiento: Programa ASOCAÑA I ORSTOM
Responsazble: DI. Maurice RAIMBAULT
TITULO: Fermentación alcohólica del baeazo de caña inoculado con levaduras.por FMS.
Antecedente.'
- Tesis de Doctorado de G. Saucedo en Orstom, Francia
- Analisis de oportunidad de bio-procesos en sector azucarero
- Proyecto CEE STD3 sobre tratámiento anaerobico de desechos de yuca
Objetivos:
- Aplicar los resultados y metodolgia de G. Saucedo a fennentacion alcoholica del bagazo
- Evaluar el interes potencial de la fennentacion del bagazo en tennino de valor termico
- Definir las condiciones de fennentacion y limitaciones de recuperacion de alcohol.
Programa.'
- Realizar fennentacion anaerobica con levaduras del bagazo saliendo de los molinos
- Estudiar el efecto de la levadura y de la cantidad de inoculo necesaria
-: Efecto_~ las condiciones ambientales encontradas en ingenio
- Definirla bioconversion de azucares en alcohol
- Definir el valor calorico como combustible del bagazo antes y despues de la fennentacion
alcoholica.
Metodo:
- Micro fennentadores de columnas (100 g, 10 Kg)
- Cultivos de levaduras en reactores liquidos
- Levaduras cultivadas, levaduras de panaderia, mostos de fennentacion alcoholica, vinazas
- HPLC, CPG, balance fuente de carbono
- Bomba calorimetrica o valor BTU equiv.
Literatura:
- Bibliografia de G. Saucedo
- Informacion tecnica de calderas de bagazo en ingenios
,
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e Analisls de los Resultados ..
......~~--~,
1 - Extracción del azucar de la caña molida con enzimas
2- Evaluación de la microfiora en los jugos de caña en la molienda
3- Valor calórico del Bagazo en relación con la fermentación
4- Tratamientos de vinazas de destileria y fermentación láctica
.'.
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I CAMPO 1-----')-')-----.·1 INGENIO I
}Ta ----_.> }3D Kg Azucar
I BAGAZO ~......------ljOkfENDA ,
• 5 Kg • 2 Kg (Bacteria)
[ CACHAZA , ...------\ ELABORACION I
.\ Kg 1
I MIELES I ....-----¡-R-E-CU-P-E-RA-C-I-ON-I
- 9 Kg:
[INDETERMINAU~rI
. 1,2 Kg
".
TOTAL PERDIDAS AZUCAR
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Preambulo:
'l Como parte del convenio firmado entre ORSTOM y ASOCAÑA, el Fondo de Nuevos ..- .
Desarrollos aprobó un programa de estudios preliminares sobre el impacto de la Microbio-
logia en la fabricación del azúcar. El Desarrollo del programa esta coordinado por Consejo
Tecnologico.
Para la realización de este trabajo se conformo 4 grupos de trabajos con estudiantes,
profesores de la Universidad, tecnólogos e ingenierios del sector. Además con el presu-'
puesto asignado, manejado en Cenicaña, se compró un equipo de HPLC de marca MERCK
HITACHI especialmente conformado con columna y metodolgia par analisis de azucares ~
acidos organicos y alcoholes proveniendo de la actividad microbiana. Este material esta ya
instalado y foncionando en el Laboratorio de Bioconversion Orstom/Univalle en la Uni-
versidad del Valle.
Los trabajos de estudiantes se desarrollan pro parte en la Universidad del Valle (sede
Melendez y San Fernando), en el Ingenio Castilla yen el laboratorio de Química de Ceni-
caña.
.
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1. Efecto de enzimas sobre eficiencia de extraccion de los azucares de la caña.
(anexo n 2 1)
. Este programa fue realizado por Maria Cilía SARRIA, estudiante de pregrado de Bio-
logia en la Universidad de Santiago de Cali desde el fin de 1992, hasta fines de 1993. El tra-
bajo fue desarrollado en el Laboratorio de Quimica del Centro de Investigación de CENI-
CAÑA, con el apoyo del Dr. Jesus LARRAHONDO.
Se ha establecido la metodologia de medición de eficiencia de extracción del azucar,
aplicando un metodo de agitación mecanica, ya usada en este laboratorio.
Despues se estudió el efecto de la temperatura del agua de maceración y el tiempo de
maceración.
Obtuvimos de los representantes de Novo y de Gist Brocades de Colombia la infor-
mación pertinente acerca del uso de enzimas en la fabricaión del azucar, y muestras de las
enzimas comerciales siguientes:
ENZIMA
DOSIS Condiciones COSTO <US$
(soluc1on madre) Prec10 1 Kg ootimas ITaAz)
DEXTRANASA 200/100ml
35 $US/Kg pH = 5,5 S
Temo.= SS'C
TERMAMYL 120L 20 mgl 100 ml 5,5 $US/Kg pH= 7 0,07540<Temo.<9s·C
pH=4,8
CELLUCLAST 1,5 300mg/l00ml 23 $US Kg Temp.=400C 4,6
SP-262 t=20 mn
CELLULASASP-249 300mg/l00ml
pH=s,s
- -- Temo. 40-50 'C - --
RAPIDASE pH = 3 - 6
C80 SO mg/l00ml opt. 4,5
- -- Temp.= sO-ss'C - --
':;
r. ~ . '. ,~.,
'" .
.
-
Influ~ncia de la temperatura sobre POL Influencia de la temperatura sobre BRIX
J-~-".
22 I I 6,2
211 A I 6.0
~ BRIX(3mn)POL(3mn) 5,8
20~ / ~ , I . POL(5mn) • BRIX(5mn)
)( ~ BRlX(10mn)
19J
~. /~ I • POL(10 mn) - 5,6.J a:o 10 o BRlX(15mn)Do o POL(15 mn)
• BRIX(20mn)POL(20mn) 5,4
~ POL(Blanco) ~ BRIX(Blanco)
18 ~ ~ I 5,2
17 , I 5,0, I , I , 20 30 40 5020 30 40 50
TEMPERATURA TEMPERATURA
Influencia de la temperatura sobre POL% Influencia de la temperatura sobre el % efficencia
5,_ ] 100A I 985,2
~ POL%(3mn) .e
~ %EFF.(3mn)
I"15,0 ] /'
t POL%(5mn)
"$. • %éFF{5mn)
..J ~ POL%{10mn)
o ~ %EFF.(10mn
ll. • POL%(15mn)4,8 ~ 94 a %EFF.(15mnPOL%(20mn)
"1 • %EFF(20mn)
--
POL%(Blanco)
_,61 '.;;::
I
92
904,4 , I ¡ I ,
20 30 40 50 20 30 40 50
TEMPERATURA TEMPERATURA
,,'
•
Variedad : V 7i51
19. :3:3 6.:30 5.09
19 de 1993
25 21.90 6~20 5.59
30 22.10 6.10 5.64
....
35
40
.,1 e
':t _,
22.45
22.39
21.:32
6.50
6.30
6.10
5.72
~l. íO
S.57
4.78
4.68
.4- 71
5.16
5.";0
5.60
5.20
S.10.. ,-, '"'j .-,.L. Q _ ,J c·
18.66
20.19
18.87
1:3.27
30
25
40
45
I
I
I
i
i
!¡
r----------t-------¡-'---.-----+------1
IAcrasto 24 de 1993¡ ~
Agosto 30 de 1993
25 13. 25 5.40 " 93~.
30 19. 46 5.40 4. 98
3S 20. 52 S. 70 c: ~, '"
-' . ~ . J
40 19. 94 5 50 5 10
45 19. 16 ~ 40 4. 90='
"
".
- ~ ..1 = j eSiiOQ
'"'
Variedad = \j 7551
Edad = i 2 n12ses
:viétoda utiiízado = Extracción 801" -3.oitación mecánic-'l
~ .-.-:
Tipo I OIoPol :e/e8rix ¡ C/oPolExt
I
PH i:Y<:Sac
HPLC
i)jeGiuc C:'/ci- ruc Ahnjdones PoHsacar
. i
M2 23.08
U. __• b. I V
-
¡ S 009 0_ v ¡ S
t:. I! ro ce ~. 9E.3 {\ t ... cc.~;; , ==, --'-'
-
-
.~.'. ':/=_"~.
6 9 5 87 El 8 6_ 01 '3 O 099
O_0~9
{\ -i -i r:
'J. I i \J
0_136 28 266
Cenuiasa SP243
HPLC
. :¡po: c:hPoi PH )f:,Fruc A¡~ljdone= Pol¡sac2,
~Ml
M2
22.35
22_39
22_48
C. /1 L .' ,-., L'. e E, ¡~~L CJ.()2S·~.l -.l. , '... '---1
6_ -. 5.71 r b r: ~a11 0_051'-! 1.:'. ...... '-, .'-'
6 4 ~. 73 ~. E 5_ 928 O -i 45I
0.070
0_065
7.'....
J v
64
81
351
361
387
Rapidace C80
311
pprn
i?o¡¡sacar
I
1
!
66
69
ppm
Aimidones
0.076
A (\70
v.V( _,
0.0::'6
" "711 ,
'-'.Vf;
tJkGluc
e 11"1 e
__'." l '..J
5.514
tJ.!cSacPH
c:. c
'-'.~.
6.6S.58
OjQPolExt
5.19
c "CU.'-"~_'
OfcBrix
21.86
"foPol
I
'¡po I
I
21.37 S.07 5.46 6_6 5.069 0.095 0.123 68 235
.
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En una primera etapa se realizó una investigacion sobre el efecto de la temperatura y
del tiempo sobre la eficiencia de extracción. Los resultados indicaron que el efecto de l~
temperatura es mucho mas significativo que el tiempo de maceración, siempre y cuando'
es suficiente y superior a 10 minutos. (figura anexa 1)
Por eso se realizo una segunda serie de ensayos para averigu~r el efecto de la tempe-
ratura entre 25 y 45 ° C con un tiempo de 10 ron (tabla anexa 2). Los resultados correspon-
dientes confirman el efecto anterior, y un maximo de eficiencia de extracción a 35°C. Este
efecto es similar para el POL, BRlX o el POL% .
Este resultado tiene bastante importancia porque hasta la fecha no se habia demostra-'
do tal efecto, y los ingenios aplican agua de diferentes temperaturas. La unica refernecia
que encontremos al respecto concierne el articulo referenciado de GAROA (1992) cual in-
dica la influencia de la temperatura de 30 a 150ac del agua de imbibicion sobre los polisa-
carides. Valdria la pena profundizar nuestra observación, para apreciar el intéres de hacer
recomendaciones al respecto.
Despues se hizo una investigación sobre el efecto de tres de las enzimas (Celluclast SP
262, Celulasa SP-249 y Rapidase CSO ) sobre la eficiencia de extraccion a 35 y 45 oC a 10 y
20 mn de maceración. Se incluyo en los analisis la determinación de los azucares (sacarosa,
glucosa yfructosa) con el apoyo de Myriam ROJAS ingeniera de CENICAÑA. De los re-
sultados obtenidos por Cilia Maria SARRIA, no se puede concluir sobre un efecto posistivo
de adeicion de estas 3 enzimas sobre el contenido de sacarosa. Parece que la activitad de
lasenzimas es limitada a la temperatura y pH utilizados en la etapa de la molienda.
Se puede concluir que los mejores resultados son obtenidos en una temperatura de
35ac y un tieñpo de 10 minutos. No tuvó posibilidad de hacer los ensayos con loas otras
enzimas (Termamyl 120L y Dextranasa por razon de tiempo y facilidades.
2. Estudio de la microflora contaminante de los jugos de caña durante la etapa de la mo-
lienda. (Anexo n 2 2)
Este programa esta realizado por Alejandra MORA, estudiante de pregrado de Biolo-
gía en Univalle desde el mes de febrero de 1993. Este trabajo esta desarrollado con el apoyo
del Ingenio Castilla en el laboratorio de microbiologia del Departamento de calidad, bajo
la responsabilidad del Ing. Oscar OSPINA.
La revision bibliografica, la conformación de la metodología y los primeros ensayos
fueron realizados en el laboratorio de Microbiología de San Fernando Univalle. Despues,
cuando el laboratorio de microbiología fué instalado, los trabajos continuaron en el Ingenio
Castilla.
Una primera fase del trabajo consistió en el conteo de las microfloras naturalmente
presentes en los jugos de primera extracción y en jugo diluidos representativos de la etapa
de la molienda. Una campaña de determinación se realizo desde Abril hasta Diciembre de
1993. Se realizó el conteo de las microfloras en diluciones de jugo y numearción de los mi-
croorganismos viables en caja petri sobre medios de cultivos especificos:
- Microflora total en medio PCA
- Microflora lactica total en medio MRS
- Genero Leuconostoc en medio MHS
- Levaduras y hongos en medio PDA
El seguimiento durante los 9 meses indica que la microflora se encuentra a un nivel
basico bastante estable del orden de 2 Milliones de microorganismos viables por mI de ju-
go. Parece que el numero de microorganismos en el jugo diluido es parecido a lo del jugo
de primera extraccion, , pero hay que tener en cuenta la dilución del jugo con agua de la- .
vado, de un promedio de 25 a 15%. En este caso si, tendría un aumento de 13 a 38 % depen- ~
diendo del tipo de microflora.
Iugos de Primera Extraccion ITu~os diluidos /085 % de Aumento
(Num. / mI de jugo) (Num. / mI de iugo)
Microflora total 1,95.106 2,21.106 13,00 %
Bacterias lacticas 1,61.106 2,22.106 37,80 %
Leuconostoc 1,67.106 2,10.106 25,70 %.
Levaduras y hongos 1,36.106 1,53.106 12,50 %
Eso representa un nivel promedio del mismo orden que la inoculación de fermenta-
dores para cultivo de microorganismos. Es decir que es un nivel acceptable comparativa-
mente a otros liquidos naturales, y mas limpio que muchos efluentes que contienen hasta
mil milliones de germes/ mI, pero representa un nivel significativo que puede causar per-
didas y daños en el procesamiento del jugo.
Se observo tambien una variablidad del contenido en azucar de los jugos, cuales va-
rian de 15,2 hasta 21,3 Brix en los jugos de primera extraccion y entre 13,4 y 17,1 Brix en los
jugos diluidos. Se analizó la posible corelación entre las perdidas de sacarosa y el tiempo
de permanencia de la caña. A pesar de que el coeficiente de correlacion lineal no es sigmi-
ficativo , existe un aparente tendencia de relacion entre los dos factores.
En lo mismo sentido, los datos presentados en el anexo 2 indican una tendancia de re-
lación entre el numero de bacteria en los jugos de caña y el contenido de sacarosa. Este re-
sultado podría ser interesante y significativo en cuanto a la relación entre los microorga-
nismos contaminantes y la concentración de azucar, apoyando la tesis de que una parte de
las perdidas de azucar por la actividad de la biomasa microbiana, y la importancia de la
calidad microbiologica de la caña. Eso necesitaria profundizar los analisis con más datos.
Este metodo de analisis de microflora se podria aplicar a una serie de datos sobre
conteo de las bacterias en lotes de caña de buena calidad o de mala calidad, con y sin apli-
cación de bactericidas en los molinos para apreciar el efecto de dicho tratamiento,. Eso po-
dria permitir profundizar la posible correlación de contenido bacteriano con la calidad de
la caña y el contenido de sacarosa en la etapa de molienda.
Paralelamente, el analisis de las mismas muestras de jugo de primera extracción y de
jugo diluido, en HPLC permitiria apreciar la relación entre los azucares, los acidos orga-
nicos (acetico, lactico) y el etanol y el contenido microbiano y la calidad de los jugos.
La microflora lactica global es la mas activas con un crecimiento de 37,8%. Finalmente
las bacterias de tipo Leuconostoc tienen un nivel de mutiplicacion de 25,7% y repensentan
una gran parte de la microflora contaminante. Si se considera que en este tipo de medio
hypersacarosado los Leuconostoc tienen la capacidad de producir dextranas, se debe
dedicar más atención al desarrollo de esta microflora, porque no solamente provoca
perdidas de azucar, sinon tambien causan daños a los procesos de elaboración del azucaro
w'
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3. Fermentacion lactica de las Vinazas de destileria (Anexo n 2 3). , .
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El trabajo se realizó por Alejandro LOPEZ y Fernando BOLIVAR en el Laboratorio
de Bioconversion de la Universidad del Valle, con el apoyo de infraesctrutura microbio10-
gica, y Biologica, incluyendo el uso de la HPLC comprada por Asocafia. Las muestras utili-
zadas vienen de la fabrica de Sucromiles, por razones de comodidad y del interes prestado.
Despues de un analisis de la literatura seleccionada sobre los numerosos estudios rea-'
lizados sobre el tratamiento de las vinazas, se inicio el estudio mas especifico de la caracte-
rización de las vinazas de Sucromiles, incluyendo el contenido de materia organica, y de
los minerales, especialmente el potasio.
Se realizo despues un estudio microbiologico del efecto toxico de la vinaza sobre bac-
terias lacticas del cepario disponible en el laboratorio. Para ese se compara el efecto de 5
medios especialemente disefiados para eso, a base de medios especificos para bacterias lac-
ticas y con varias concentraciones de vinaza, inclyendo un medio puro Vinaza. De las 7 ce-
pas estudiadas, 4 pudieron crecer corectamente en caja Petri.
Despues se realizó un ensayo de busqueda de cepas de bacterias lacticas nativas a par-
tir de varias muestras de vinazas o de lodos de las mismas. Eso permití aislar unas diez ce-
pas naturales de tipo láctica que fueron comparadas con las cepas de referencias, 'espacial-
mente, Lactobacillus plantarum, brevis y delbruckiL
La ultima etapa del trabajo consistió comparar el creciemento de 11 cepas selecciona-
das sobre medios de cultivos a base de vinazas de varias concentraciones, inclyendo la po-
sibilidad de fermentar vinazas concentradas (antes, y depues de la precipitacion del pota-
sio) . Para apreciar las cineticas de fermentaciones en los varios medios de cultivo, el uso
de la HPLC especialmente disefiada para analisis de azucares yacidos organicos es indis-
pensable.
Los resultados presentados en la table 15 del anexo permite seleccionar las cepas que
foncionan de manera homolactica o heterolactica en medios de cultivos a base de vinaza
no diluida. Entonces se puede decir que las bacteria lacticas son operativas en este tipo de
medio de cultivo, y que no existe la necesidad de diluir las vinazas, como en el caso de la
digestion anaerobica metanica. Pero el contenido de azucares asimilables es relativamente
bajo (un promedio de 10 gIl) que no permite alcanzar un nivel de concentracion de acido
lactico suficientemente elevado para aplicar un proceso de recuperacion industrial. Ten-
dria por eso o concentrar las vinazas, o adicionar otra fuente de azucares, como melazas de
baja calidad o efluentes concentrados) para alcanzar una concentracion suficiente de acido
lactico.
La cromatógrafia por HPLC de las vinazas permitió obtener información acerca de
las concentrqciones respectivas en sacarosa, glucisa, fructosa, y en acido lactico, acetico y
etanol
En el cromatograma se observan diferentes picos de los cuales seis han sido
identificados. Estos picos y sus respectivas áreas nos dan una idea de qué cantidad de
carga orgánica se puede reducir mediante las bacterias lácticas. Hay otros picos que
aparecen· en el cromatograma que no han sido identificados y cuya contribución ( área) es
grande, y que valdria la pena investigar más.
~
También con base en esta información se pudó hallar una DQO teórica y calcular eh
que cantidad se puede reducir este valor. Los resultados son mostrados en la tabla No. 13
del anexo nSl3. El alto conteniqo de acido acetico tanto en las vinazas antes y depues de
fermentation lactica debe ser debido a la prvenencia de las vinazas de la fabrica de Sucro":'
miles que también procesa este mismo acido acetico en la misma fabrica.
4. Fermentacion alcoholica del bagazo de canna inoculado con levaduras por FMS.
(Anexo n 2 4)
Este trabajo fue realizado por Dario BALLESTEROS y Jose ESTELA en el Laborato-.
rio de Procesos quimicos y Biologicos con la participación de un Profesor, Jairo ALONSO.
Se realizó un estudio bilbliografico, y un informe sobre los metodos de calculo de la
energia calorica de los combustibles utilizados en las calderas, particularmente el bagazo.
Despues se desarrolló un estudio teórico, en lo cual se realizaron los calculos de simu-
lación de una fermentacion alcoholica del bagazo de caña. Se concluyo que la cantidad to-
tal de energia contenida en el bagazo fermentado disminuye con la fermentacion, lo que es
logico a partir de la ecuación estequiometrica de la reacción de fermentación. Pero como el
peso total baja tanbiem, con la perdida del CO2, la concentración calorica y el poder com-
bustible, puede aumentar ligeramente. Como el bagazo contiene poco azucar, el efecto de
la fermentación queda bastante limitado.
En la ultima etapa, se esperaba obtenir información practica y concreta sobre la varia-
ción de los parametros del bagazo, sin fermentar, y despues de fermentación con inocula-
cion con Saccaromyces cerevisiae, a dos niveles de humedad (50 y 60%) con o sin adición
d vinaza como liquido de impregnación del bagazo. Como la vinaza contiene azucar, alco-
hol entre otros, se esperaba que la fermentación de los azucares en alcohol, permitiria com-
pensar la humidifcación del bagazo para obtener un combustible comparable al bagazo, y
permitir asi eliminar una cantidad apreciable de vinaza sin costos altos.
Este trabajo experimental esta en proceso de realizar, utilizando las infraestructuras
disponibles de cultivos de microorganismos, cepas, reactores de fermentacion y la HPLC
proporcianada por Asocaña. Pero a la fecha no tenemos los resultados por razon de tiem-
po diponible de los estudiantes, y de la falla del temometro de la bomba calorimetrica que
se esperqbq utilizar.
La conclusion más significativa de este trabajo de simulación teórica del Valor Calori-
fico Neto del bagazo que se realizó, consite en lo que el parcial secado del bagazo, de 50 a
30% de humedad, tiene un efecto más significativo que la solo conversion del azucar en
etanol. E.so podria pennitir eliminar una parte significativa de vinazas, mezclando el baga-
zo parcialmente secado con vinazas, para obtener rendimientos en calderas similares. Pa-
ra eso podria ser interesante obtener la información del anterior.
5. Metodo de analisis por HPLC de azucares, acidos organicos y metabolitos en jugos y
efluentes.
En el programa aprobado por el Fondo de Nuevos Desarrollos, se compro una HPLC
de marca MERCK HITACHI equipada con columna Aminex HX80 para analisis de jugos
de fermentacion (azucares, acidos organicos y aloholes) con detector de refractometria.J:I
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.. equipo fue instalado en el laboratorio de Bioconversion de la Universidad del Valle. Una
cesion de formación de personal (tecnico, cientifico, y estudiantes del programa) fue reali-
zada con la participación de especialistas de Merck Columbia que vinieron de Bogota.
Despues de los ajustes necesarios (precolumna) y de la adquisición de otros mate-
riales necesarios para el buen uso de este equipo (centrifuga, filtracion) el equipo esta fun-
cionando desde el mes de junio. Despues de la verficaciones necesarias y de la validacion
de los metodos de intergracion de los picos, se realizo estudios preliminares para analizar
los jugos y liquidos .
Particularmente, aprovechemos la estadia de un investigador frances (Ph. Caulet) du-'
rante 3 meses en el laboratorio de Bioconversion para efectuar los ajustes en vista analisis
de jugos de caña. Ahora el metodo esta establecido, y los analisis de jugo de caña pueden
ser realizados de manera rutinaria sobre jugos de caña centrifugados, diluidos y fitrados.
Las condiciones generales se encontran a continuación:
Naturaleza de la columna y tipo de separación
- Columna: BJORAD amino HPX 87 H- Soporte: resina transplantada H+
( copolymero de estireno y de sulfato de divinil-benseno)- Tipo de separación: interación
hydrophobe y cambio de iones
Con.diciones Operatorias
- Disolvente - elutante : mS04 6 mM ( 12 mI d'H2S041 N, H20 bidistilada )-Flujo de elu-
ción: 0,8 mI/min- Presión: 800-900 P5J- Volumen inyectado: 20 ¡.tl- Temperatura del hor-
no: 65°C
Tratamiento de las muestras
- Todas las muestras deben estar centrifugadas 10 min a 5000 tr/min después filtradas 0,45
~ antes del análisis
- Las diluciones de las muestras, o las soluciones de referencia, estan efectuadas dentro del
l' éluant.
Nota: Las muestras encierran las moléculas gruesas no podran estar dosificadas dentro de las
condiciones operativas definidas. En efecto, las moléculas gruesas ( celulasas , pectinas .. .) salen
primero, y al mismo tiempo que el almUlon dentro de las aplicaciones. Por esto, el amUlon nO puede
estar dosificado precisamente por esta técnica (a menos que no haya impurezas dentro del medio
Detector
- Detector del Refractómetro : permite detectar y d quq=antificar un gran numero de azu-
cares, acidos orgánicos y alcoholes, pricipalmente presentes en jugos de caña, mieles, me-
lazas y vinazas.
Preeferimos la detención por "Refractométrica " a la detención "UV" , esta última es más
sensible pero revela una alta cantidad de compuestos parasitos.
El equipo y el apoyo tecnico esta disponible en este laboratorio para la realizacion de
jugos de caña de varios tipos, en funcion del interes que pueden dedicar los ingenios, para
conocer el enfoque de dicha anlisis en relacion con la calidad de la caña.
" En las tablas siguientes se reportan los compuestos que pueden detectarse en este tipo
de metodologia asi como un ejemplo de los resultados obtenidos por nuestro equipo, y los
principales compuestos detectados de manera rutinaria.
Tiempos de retención (RO de diversos compuestos y areas de los picos
por una concentración determinada de 5 o 2,5 gil en la solución inyecta-
da. Clasificación por orden creciente de los Rf de refractometría
Condicion de análisis :
Columna BIORAD Anúnex HPX 87 H
- Fase movil : ~S04 6 rnmol/1 dentro del agua
- Producción: 0,8 rnl/min
- Temperatura: 65°C
- Volumen de inyección: 20 ~l
;
Nombre Coneo (gil) Rf refra Area refra
Almidon 5,10 4,73 4,95E+05
Pectina - 4,74
-
Raffinosa 5,00 5,63 4,43E+05
Ac.oxalico 5,00 5,68 4,45E+05
Celobiosa 5,00 5,71 4,62E+05
Maltosa 5,00 5,82 4,62E+05
Ac. citrico 5,00 6,22 4,40E+05
Ac. Tartrico 5,00 6,67 4,33E+05
Glucosa 5,00 7,04 5,01E+05·
Sorbosa 4,80 7,24 4,72E+05
Ac. malico 5,00 7,39 3,95E+05
Manosa 4,90 7,47 4,56E+05
Galactosa 5,00 7,49 4,98E+05
Xilosa 5,50 7,54 5,54E+05
D- Fructosa 5,00 7,62 4,98E+05
Pyruvate de sodio 5,00 7,72 4,09E+05
Manitol 5,20 7,92 5,04E+05
Arabinosa 5,00 8,18 4,61E+05
Ribosa 5,00 8,63 4,38E+05
Ac. sucinico 5,00 8,79 3,65E+05
Diacetil 5,00 12,67 3,79E+05
Acetaldehíde - 14,11 1,12E+05
2,3 Butanediol 5,00 14,26 4,75E+05
PNPG - 17,97 6,26E+05
e dO o d 'lo oon IClOne ana ISIS :
Columna BIORAD Aminex HPX 87 H
- Fase movil : H2S04 6 rnmol/1 dentro del agua
- Producción: 0,8 rnl/min
- Temperatura: 35°C
- Volumen de inyección: 20 ~l
Utilización en el laboratorio de Univalle
Unos compuestos detectables con este metodo
.l· ....
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6. Conclusion y Perspectivas.
Se puede apreciar que del programa previsto se ha realizado un porcentage aceptable.
En vistas a unas demoras de entrega del equipo de HPLC, no se pudo todavia concluir
sobre el interes de este metodo en el analisis de los jugos, pero valdría la pena completar
los primeros resultados obtenidos.
De los resultados obtenidos se puede sefialar:
- el efecto de la temperatura sobre la eficiencia de extracción del azucar de la caña.
- la relación entre el contenido microbiológico y la concentración del jugo en sacarosa.
- La pruba de funcionamiento de las bacteria lacticas en vinazas no diluidas.
- El metodo de calculo teorico del Valor Calorifico Neto del bagazo y el impacto del se
cado del bagazo.
- La disponibilidad de un metodo establecido de HPLC par el analisis de los jugos,
mieles y vinazas y la determinacion del contenido en azucares, acido acetico, lactico y
en etanol.
Quedamos disponibles a seguir adelante, asesorando unos trabajos de biologia y de
microbiologia en funcción del interes del sector azucarero y de los ingenios.
Una de las lineas de trabajos que podrian desarrollar podrian ser de las siguientes:
- Comprobación de la importancia de la temperatura del agua en la molienda para el
prociento de extraccion de la sacarosa.
- Precisar el interes del uso de unas enzimas, como la dextranasa yamilasa.
- Analizar los jugos de caña en HPLC en relación con la calidad y la elaboración del
azucar , la inversion y bioconversiones)
- Valor calorifico del bagazo de caña parcialmente secado y mezclado con vinazas pa
ra eliminación de las mismas.
- Procesamiento de vinazas con vistas a la eliminación del potasio, concentración y re
cuperacion de compuestos de intereso
- Procesamiento de mieles con mismas vistas a la recuperación y a mejor calidad
"
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RESUMEN
El presente trabajo evalúa el potencial que tiene la
adición de enzimas de maceración sobre la tasa de
recuperación de azúcar en el bagazo de caña. Para ello se
investigó la eficiencia de extracción de azúcar con un
método de agitación mecánica donde se estudió bajo
condiciones de temperatura y tiempo su influencia en la
maceración.
Se emplearon métodos de análisis polarimétrico ,
refractométrico y de cromatografía HPLC. Los resultados
indicaron que a una temperatura de 40·C el porcentaje de
extracción fue muy signíficativo con el aumento del tiempo
de extracción. Esto permitió definir las condiciones de
aplicación para las enzimas Celluclast SP 262, Cellulasa SP
249 y Rapidase C80L. La enzíma que presentó comportamiento
significativo fue la Cellulasa SP 249, a una temperatura de
4S'C y 10 minutos de extracción.
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1. INTRODUCCION
La Industria Azucarera Colombiana se encuentra concentrada
en el valle geográfico del río Cauca, representando un
pilar fundamental en el desarrollo agroindustrial de la
regi6n. En 1991 la industria produjo cerca de 1.633.000
toneladas métricas en valor crudo de azúcar, de las cuales
el 81% se destin6 al consumo interno y el 18% se export6
como azúcar crudo, a Estados Unidos, Venezuela y Suriname.
Azúcar blanco a Perú, Chile, Haití, México y Puerto Rico.
Además de la producci6n azucarera, los subproductos del
proceso fabril sirven de materia prima a otros sectores
industriales como el de derivados por vía fermentativa, la
alcoquímica y la industria papelera. Así por ejemplo, la
producci6n de mieles es la base fundamental en procesos
fermentativos para la elaboraci6n de ácido cítrico, ácido
acético, vinagre, alcohol etílico, acetato de etilo y
levadura. La miel invertida (" High text molasses"), miel
de 65 R Brix, transformada en una mezcla de gl ucosa y
fructosa mediante la acci6n de invertasas y la catálisis
ácida, se utiliza en la industria panificadora, de licores
y en la industria de dulces. El bagazo es usado como
combustible en calderas 6 es comercializado como materia
prima en la industria papelera.
En resúmen la industria azucarera con su mercado de
exportaci6n, no s6lo es un mecanismo generador de divisas
sino que se ha constituído en un factor importante en el
desarrollo sucroquímico y bioindustrial del país.
En Colombia al igual que en otros países, el proceso de
fabricaci6n de azúcar consta de varias etapas, cada una de
las cuales es optimizada de acuerdo a los requerimientos de
cada factoría. Las etapas en general van desde la
extracci6n del jugo por molinos; purificaci6n del jugo que
comprende sulfitaci6n, alcalinizaci6n y clarificaci6n con
floculantes, evaporaci6n por sistema de múltiple efecto,
cristalizaci6n por simple efecto, centrifugaci6n y secado
del producto. De éstas etapas la extracci6n constituye la
primera etapa del procesamiento del azúcar crudo. En este
primer paso la caña es preparada para la molienda mediante
cuchillas giratorias y desmenuzadoras que no extraen el
jugo para pasar después al molino o trapiche en donde es
exprimida; obteniéndose el jugo (guarapo) y un residuo de
caña o bagazo. Para ayudar a la extracci6n del jugo, se
aplican porciones de agua sobre la capa de bagazo cada vez
que sale de cada unidad de molienda; esto contribuye a
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extraer por lixi viaci6n el azúcar. En las prácticas de
molienda más eficientes el porcentaje de extracci6n de
sacarosa (pol de extracci6n) es del 94-95%.
El bagazo final que sale del último molino contiene fibra
leñosa, agua de un 45% a 55% y azúcar no extraído que puede
alcanzar un valor de 1,5% a 2,2%. Aunque la pérdida en
sacarosa es aparentemente pequeña, representa una cantidad
elevada de dinero. Hasta el momento no existe ninguna
alternativa que permita recobrar el azúcar contenido en el
bagazo. Por esta raz6n, el presente trabajo de
investigaci6n tiene como objeto presentar un modelo
experimental de recuperaci6n del azúcar wpérdida w empleando
un método de adici6n enzimática, incrementando así la tasa
de recuperaci6n sin alterar los costos de inversi6n.
2. ANTECEDENTES Y EVALUACION DE LA LITERATURA
La caña de azúcar es una gramínea tropical de la tribu
(Andropogoneae); que se cultiva como un híbrido complejo
(variedad) de dos 6 más de las cinco especies del género
Saccharum.
Actualmente en Colombia las variedades de caña más
comercializadas son:
MZC 74-275 (Mayagüez Colombia).
CP 57-603 (Canal Point, Florida).
PR 61-632 (Puerto Rico).
Aunque cada una de estas variedades tiene características
predefinidas en cuanto a composici6n y resistencia a
plagas, éstas se ven generalmente afectadas por
condiciones ambientales como salinidad, sequías, humedad ,
composici6n del suelo, lluvias etc. En general la caña de
azúcar está compuesta de un 70% a 75 % de agua y un 25% a
30% de s6lidos. Estos s6lidos son unos de carácter soluble
(15% a 20%) como la sacarosa, glucosa, fructosa y otros
polisacáridos ( sarckarán, indigenous sugar cane
polisacharide, glucano de robert,s, galactomanano y
dextranas) y otros de carácter insoluble o fibra
(celulosa, hemicelulosa) que alcanza de un 10% a 15%.
Además, en el guarapo se pueden encontrar ácidos orgánicos
(aconítico, cítrico); aminonitrogenados que incluyen los
aminoácidos (aspártico y glutámico), amidas (asparagina,
glutamina) y proteínas. Así, como compuestos fen6licos
(ácido caféico, flavonoides), polisacáridos insolubles
(almid6n), sales inorgánicas y minerales como potasio,
calcio, magnesio, f6sforo, hierro y silicio.
'.
.'
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En el mundo existen tres procesos fabriles para extracci6n
de sacarosa:
1. Extracci6n por molienda.
2. Extracci6n por difusi6n.
3. combinando los dos anteriores.
El proceso de extracci6n por molienda se di vide en dos
partes: primero se prepara la caña para la molienda, con el
objeto de hacer más fácil la alimentación de los molinos,
de romper las estructuras duras y células para mejorar la
extracci6n del jugo y segundo, la verdadera· molienda de
caña.
La preparaci6n de la caña se lleva a cabo de varias
maneras:
- Mediante uno 6 dos juegos de cuchillas giratorias~ que
giran a velocidades que oscilan entre 400 y 700rpm y un
espaciamiento entre ellas de dos pulgadas aproximadamente,
estas cuchillas cortan la caña en trozos pero no extraen el
jugo.
Una desfibradora que desgarra los pedazos de caña,
provenientes de las cuchillas, convirtiéndolas en tiras sin
que haya extracci6n del jugo. Esto permi te una
alimentaci6n más uniforme de los molinos, . aseguran,do un
aumento en la capacidad del trapiche en la extracci6n de
sacarosa y haciendo que se pierda menos sacarosa en el
bagazo.
En cuanto a la molienda, esta comienza en algunos paises
con una desmenuzadora o trituradora que consiste en dos
6tres rodillos con muescas profundas que pican la caña,
exprimiendo de un 40% a un 70% del jugo. En Colombia, la
mayoría de ingenios no tienen una desmenuzadora y la_caña
entra de la desfibradora directamente al primer molino
(simulando una desmenuzadora).' Generalmente hay cinco a
seis molinos compuestos cada uno de tres masas dispuestas
en forma triangular. Los rodillos se conocen
respectivamente como rodillo superior o mayor, rodillo
cañero (por donde entra la caña) o de alimentaci6n y
rodillo bagacero o de descarga. Lds rodillos inferiores
tienen una presi6n fija, mientras el superior· es controlado
por un émbolo hidráulico pudiendo subir, bajar o . flotar
según sean las variaciones en la alimentaci6n de la caña.
Durante el proceso de molienda la caña preparada con un 70%
a 80% de su peso en jugo, pasa a través de la desmenuzadora
y de cada uno de los molinos, añadiéndose agua o jugo
diluido al bagazo después de salir de cada molino
diluyendo el jugo contenido y aumentando la ex~racci6n en
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el siguiente molino a medida que se exprime el jugo. Este
uso del agua se conoce como maceración, imbibición o
saturación. La práctica general de imbibición se conoce
como imbibición compuesta, en donde se aplica agua al
bagazo que se dirige al último molino; el jugo del último
molino es devuelto al bagazo que va al penúltimo molino;
este jugo a su vez, se regresa al bagazo del molino
anterior y asi sucesivamente.
En los ingenios colombianos la extracción total alcanza un
95%, representada en un 70% de extracción por el primer'
molino y un 25% a 30% de extracción por imbibición. El
porcentaje de agua de imbibición que se aplica en nuestro
pais es de un 30% en peso de agua y se hace en caliente.
Toda la maquinaria de la molienda, incluye además, equipos
que aumentan la capacidad y eficiencia de la molienda, como
bandas transportadoras de caucho y rodillos y tornillos de
alimentación.
En cuanto al proceso de extracción por difusión este no es
utilizado en Colombia, pero tiene buena acogida en paises
como Australia, Sudáfrica y Estados Unidos (Hawai,
Louissiana y Puerto Rico).
Un sistema de difusión emplea preparación de la caña, el
propio difusor y deshidratación del bagazo. La
deshidratación de la caña se lleva a cabo desfibrando o
tri turando (o ambas cosas) la caña. La combinación del
equipo preparativo puede presentar diferentes alternativas;
como instalar antes del difusor una desmenuzadora o un
molino, dos juegos de cuchillas, dos juegos de cuchillas
más desfibradoras; un juego de cuchillas más un triturador
y un desfibrador; o un juego de cuchillas además de un
desfibrador picador.
El difusor es una especie de licuadora con distintos
aditamentos, dependiendo del diseño de fábrica para el
flujo del jugo y del agua de difusión. El sistema en
general trabaja en contracorriente con el agua de difusión
y opera en secciones longitudinales, transversales o en
combinación las dos anteriores. En la mayoria de los
casos el sistema de difusión es usado en combinación con
una preextracción por un molino y con tratamiento de agua a
presión:
..
;
",'
.'
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FIGURA 1. Diagrama del sistema de extracción por difusión
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Cuando el bagazo abandona el difusor, lleva consigo agua
absorvida asi como agua libre (el bagazo seco puede
absorber cinco ó más veces su peso en agua). El agua se
elimina entonces, utilizando bandas transportadoras con
perforaciones y por aplicación de presión al colchón de
bagazo.
En la molienda recae una gran responsabilidad, por ser la
primera etapa en el proceso de manufactura del azúcar, pues
su eficiencia marca la pauta en las demás etapas del
proceso. Por ejemplo, la imbibición en caliente fuera de
contribuir a extraer mayor cantidad de sacarosa, también
extraen otros po1isacáridos indeseables que con el
calentamiento, forman un gel ocasionando múltiples
problemas en el proceso; provocando incrementós en la
viscosidad de jugos, meladuras, mieles, templas y licores
de azúcar fundido, disminuyen la eficiencia de la
evaporación, al elevar el punto de ebullición de la
meladura; prolonga los periodos de templa; hacen más
dificil la cristalización; dificultan el agitamiento de
templas y causa mayores pérdidas de sacarosa en las mieles
finales; reducen la viscosidad de filtración en filtros de
lona y hacen que éstos se tapen más rápidamente. Forzan a
la refineria a manejar un menor brix en el licor,
disminuyendo la capacidad de procesamiento y disminuyen la
pureza y calidad del producto terminado.
Además, el jugo de caña tibio ofrece un medio ideal para el
crecimiento de microorganismos deterioradores perjudiciales
en el proceso. Por ello, el jugo es llevado rápidamente a
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los clarificadores, donde tiene
medio de calor. También,
bactericidas (sales de amonio
yodados como el Q2000.
lugar la cristalizaci6n por
se utilizan materiales
cuaternario) y compuestos
".
En cuanto al bagazo de caña de azúcar, no figura en la
literatura ningún estudio o metodología experimental que
plantee una alternativa para recuperar la sacarosa que en
él se encuentra. Generalmente los trabajos en bagazo están
dirigidos hacia la producci6n de celulosa y hemicelulosa en
la industria papelera, su potenciabilidad térmica como
combustible en calderas y a nivel biotecno16gico se citan
trabajos sobre sacarificaci6n (degradaci6n a glucosa),
tratamientos y pretratamientos hidrolíticos con ácidos y
álcalis minerales acoplados con enzimas hidrolíticas.
..
.'
...
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA
Los inconvenientes que se presentan por deterioro y
polisacáridos indeseables (gomas) en el proceso azucarero,
pueden controlarse a su debido tiempo con biocidas, enzimas
y controladores de temperatura o limpieza a vapor. Aunque
estos mecanismos brindan una solución a los problemas ya
mencionados, siempre se presentará pérdidas indeterminadas
de azúcar al final del proceso.
Fuera de estas pérdidas en sacarosa, que se pueden evaluar
en un 1%, existe otra un poco mayor encontrada en el
bagazo.
Las pérdidas de sacarosa en bagazo se pueden estimar de la
siguiente forma:
Por ejemplo para los ingenios Riopaila y San Carlos, los
datos de fabricación y laboratorio son;
TABLA 1. Informe mensual de fabricación y laboratorio del
Ingenio Riopaila S.A. para 1992.
CONCEPTO ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAY
Tonelada caña
molida 117.984,12 123.468,61 122.091.03 62.468,30 104.618,~
Sacarosa % 13,49 13,68 13,67 14,02 13,55
caña
Bagazo % caña 31,65 31,53 30, 73 30,96 31,09
Sacarosa % 1,53 1,56 1,63 1,54 1,56
baqazo
Informe Asocaña / Orstom - Anexo nO 1 p. 16
TABLA 2. Informe mensual de fábrica del Ingenio San
Carlos S.A. para 1992.
CONCEPTO JUNIO JULIO AGOSTO
Toneladas 54.142,160 59.063,385 57.197,182
caña molida
Sacarosa %
caña 14,193 14,655 15,337
Bagazo %
caña 30,562 29,351 29,377
Sacarosa %
baaazo 1,895 1 894 2,523
Con el valor de azúcar por tonelada puesta en el ingenio,
que es de $ 173.780,00, el promedio en pérdidas de azúcar
en bagazo para estos es:
TABLA 3. Promedios en pérdidas de azúcar en bagazo para
los Ingenios Riopaila y San Carlos en 1992.
Toneladas de Total promedio Total promedio
INGENIO azúcar promedio estimado en estimado en
estimado que se pérdidas por mes pérdidas por día
pierden por mes
IRIOPAILA S. A 595 $ 103 '399.100,00 $ 3'400.000,00
SAN CARLOS SA. 356 $ 61'806.443,00 $ 2'000.000,00
Como se puede evidenciar, las pérdidas aunque dependen de
la capacidad y eficiencia en la molienda de cada ingenio,
representan una cantidad elevada de dinero. Es por eso que
la presente investigaci6n plantea una alternativa a nivel
de laboratorio, que en primera instancia establece una
metodología de medici6n experimental para la extracci6n,
simulando condiciones de fábrica, pudiendo así definir
estados óptimos de temperatura y tiempos de maceraci6n. Con
base en estas condiciones se cuantifica el efecto
enzimático de extracci6~ en el bagazo.
.
.
..
.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. ESTANDARIZACIÓN DEL METODO DE EXTRACCIÓN
A. Materiales y reactivos:
Desintegrador Jeffco, modelo 264B de 2880 rpm
- Licuadora Essen, Modelo especial con 3.5 L de capacidad
- Agitador mecánico Eberbach, de 240 opm
- Balde plástico de 15 L de capacidad
- Balanza digital de precisión ± 0.01 g Mettler PC4400
- Tarros plásticos de boca ancha con tapa rosca de 3.5 L de
capacidad
- Probeta de 1000 ml
Equipo de filtración al vacío de tamiz plástico
- Beakers de 250 ml
B. Procedimiento:
La estandarización se inició con muestras de variedades de
caña utilizadas en análisis de rutina en otros experimentos
a temperatura ambiente. Se implementó el método de'
extracción mecánica para tiempos de 3, 4, 5, 7, 9, 11
minutos, empleando como referencia (blanco) el método de
análisis directo para evaluación de caña de azúcar del
laboratorio de CENICAÑA bajo los mismos tiempos.
4.1.1. Análisis directo:
Se desfibraron los tallos de caña en el desintegrador,
hasta producir una fibra fina. La fibra fue recogida en un
balde plástico y homogeneizada con la mano. Para la
extracción de los constituyentes solubles de la caña, se
pesaron 500 g del material desintegrado y se adicionaron
1000 ml de agua; esta solución se licuó durante tres
minutos en la licuadora. La mezcla se filtró al vacío para
remover la fibra. Con el filtrado se determinó el pol y el
brix del extracto.
4.1.2. Método de extracción mecánica:
La muestra de tallos de caña se .desfibró en el
desintegrador, hasta producir una fibra delgada. La fibra
fue recogida en un balde plástico y homogeneizada con la
mano. Del material desintegrado se pesaron 500 g en un
tarro plástico de boca ancha y se adicionaron 1000 ml de
agua. El tarro se tapó y se llevó al agitador mecánico a
240 opm por espacio de tres minutos. Al final de este
tiempo la mezcla se filtró al vacío removiendo la fibra y
utilizando el filtrado para medir el pol y brix del
extracto.
Nota:
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Se siguió el mismo procedimiento de 3.1.1 Y
3.1.2 para los demás tiempos de extracción (4,
5, 7, 9, 11 min).
4 .2. MEDIDA DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA A
DIFERENTES TIEMPOS DE EXTRACCIÓN
A. Materiales y reactivos:
- Desintegrador Jeffco, modelo 264B de 2880 rpm.
- Licuadora Essen, Modelo especial con 3.5 L de capacidad
- Agitador mecánico Eberbach, de 240 opm
- Balde plástico de 15 L de capacidad
- Balanza digital de precisión ±0.01 g Mettler PC4400
- Tarros plásticos de boca ancha con tapa rosca de 3.5 L de
capacidad
- Probeta de 1000 ml
- Plancha de calentamiento corning
- Termómetro de 360'c
- Equipo de filtración al vacío de tamiz plástico
- Beakers de 250 ml
B. Procedimiento:
En esta etapa se realizaron ensayos con los métodos
descritos en 3.1.1 y 3.1.2 utilizando temperaturas de 25,
30, 35, 40 y 45 ·C. El tiempo de extracción para el
método de análisis directo (método 3.1.1) fue de 5 minutos,
mientras que para el método de agitación mecánica se
realizaron extracciones con tiempos de 3, 5, 10, 15 y 20
minutos. Para cada tiempo de extracción se emplearon todas
las temperaturas mencionadas.
Para obtener las diferentes temperaturas, el agua se
depositó en el beaker de 4 L, se calentó e inmediatamente
se traspasó al tarro plástico con la muestra rectificando
siempre la temperatura. Con los diferentes extractos se
hicieron las lecturas de pol y brix.
4.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA A UN TIEMPO
CONSTANTE DE EXTRACCIÓN.
En esta fase se aplicó sólo el método de agitación mecánica
(procedimiento 3.1.2) para temperaturas de extracción de
25, 30, 35, 40 y 45 ·c a un tiempo de 10 minutos para cada
uno de los ensayos.
;
.
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4.4. EXTRACCIÓN CON ENZIMAS
En esta fase se analiz6 el efecto de extracci6n para cada
una de las enzimas utilizadas ( Celluclast SP 262,
Cellulasa SP 249 y Rapidase C80L).
A. Materiales y reactivos:
Desintegrador Jeffco, modelo 264B de 2880 rpm
- Licuadora Essen, Modelo especial con 3.5 L de capacidad
- Agitador mecánico Eberbach, de 240 opm
- Balde plástico de 15 L de capacidad
- Balanza digital de precisi6n ±0.01 g Mettler PC4400
- Tarros plásticos de boca ancha con tapa rosca de 3.5 L de
capacidad
- Probeta de 1000 ml
- Plancha de calentamiento Corning
- Term6metro de 360'C
- Micropipeta de 0.02 ml
- Matraz aforado de 100 ml
- Equipo de filtraci6n al vacío de tamiz plástico
- Beakers de 250 ml
- Agua (No es necesario que sea destilada)
B. Procedimiento:
Cada -enzima se ensay6 por duplicado y con un testigo. La
extracci6n se hizo en la misma forma como se describe en el
numeral 3.1.2. (agitaci6n mecánica) a una temperatura de 35
'C y un tiempo de extracci6n de 10 minutos. Para este
análisis se empleó una muestra de caña de la variedad V
7551. Posteriormente se hizo otro ensayo a una temperatura
de 45 ·C con el mismo tiempo y un segundo a un tiempo de 20
minutos. Las cantidades de enzima utilizada (ver tabla 4)
se diluyeron a un volumen de 100 ml, de esta diluci6n se
tomaron 10 ml que se adicionaron al agua previamente
calentada a la temperatura requerida.
TABLA 4. Características de las enzimas utilizadas
E N Z I HA D O S I S CONDICIONES
Celluclast SP 262 30 mg / 100 ml pH=4.8, T=40 'C
Densidad= 1.00 g/ml
Cellulasa SP 249 30 mg / 100 ml pH=3-:-6, T=40-50'C
Densidad= 1.00 g/ml
Rapidase C80L 5 mg / 100 ml pH=3-6, T=50-55'C
Densidad= 1.04 o/ml
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4.5. METODOS DE ANALISIS
Después de efectuada cada extracción se realizaron análisis
de contenido de sacarosa y sólidos totales. Los métodos de
análisis que se emplearon fueron:
4.5.1. Brix % Extracto
A. Materiales y reactivos:
- Beaker de 250 mi
- Beaker de 50 mi
- Servilleta gruesa
- Embudos Plásticos
- Espátula
- Refractómetro automático Brixomat Dr Kernchen
- Celite (Tierra de algas diatomeas)
B. Procedimiento:
Se colocó una servilleta en un embudo común y éste sobre la
boca del beaker de 50 mi limpio y seco. Encima de la
servilleta se depositó aproximadamente 1, O g de celite.
Luego se fi 1 traron por gravedad cerca de 4 O mi del
extracto. Por último al filtrado colectado, se le leyó el
brix en el refractómetro aproximadamente 25 mi (tamaño de
la celda del Brixomat) .
4.5.2. Poi % Extracto
A. Materiales y reactivos:
- Beaker de 250 mi
- Beaker de 100 mi
- Servilleta
- Varilla de agitación plástica
- Polarimetro automático Sucromat Dr Kernchen
- Embudos plásticos
- Pipeta plástica de émbolo graduada para 1.0 mi
- Solución de Subacetato de plomo: 1 g de Subacetato por 1
mi de agua.
B. Procedimiento:
Se calculó a partir del valor del brix porciento extracto
(según 3.5.1) y de la lectura del sacarimetro que se
determinó en la siguiente forma:
Se tomaron 150 mi del extracto obtenido en un beaker de 250
-,
.
.
.
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ml, se adicion6 1.0 ml de soluci6n de subacetato de plomo
para realizar la clarificaci6n, se agit6 vigorosamente y se
dej6 en reposo durante 1 minuto para permitir la
floculaci6n del precipitado formado. Se filtró el extracto
descartando los primeros 2 ml, verificando su claridad (en
casos en donde el filtrado fue turbio, se filtró nuevamente
empleando celite como se indica en 3.5.1.) y se colectaron
60 ml para realizar la lectura sacarimétrica en el
polarímetro.
Nota: El porcentaje pol del extracto se calcu16 de acuerdo
a la siguiente ecuación:
S(I)
Pol % extracto =
3.814 + 0.017 * B(I)
Donde:
S(I)= Lectura sacarimétrica.
B(I)= Brix % extracto.
4.5.3. Análisis Cromatográfico
A. Materiales y reactivos:
- Cromat6grafo Líquido Waters 745/745B con detector de IR
- Beakers de 25 ml
- Matraz aforado de 50 ml
- pipeta volumétrica de 10 ml
- Balanza analítica de precisi6n ± 0.0001 Mettler H35AR
- Espátula
- Equipo de filtraci6n al vacío Schott de 500 ml
- Agua ultrapura Milli-Q
- Baño Ultrasonido Branson 1200
- Filtrador Holders
- Membranas de filtraci6n de 0.45 ~ Millipore
- Membranas de filtraci6n de 0.22 ~ Millipore
- Jeringa Hamilton de 20 ~l
- Acetato de calcio reactivo
- Sacarosa reactivo Baker Analyzed
- D-Glucosa anhídrida reactivo Baker Analyzed
- D-Fructosa reactivo Baker Analyzed
B. Procedimiento:
- Fase móvil utilizada: Se pesaron 0.025 g de acetato de
calcio y se adicionaron a 1000 ml de agua milli-Q. Se
fil tr6 al vacío empleando una membrana millipore de 0.45
~. Posteriormente se desgasific6 en un baño de ultrasonido
durante 15 minutos.
Informe Asocaña / Orstom - Anexo nO 1 p. 22
- preparación del Estándar: En un vaso de 50 ml se pesaron
0.75 g de sacarosa, 0.05 g de fructosa y 0.05 g de glucosa
con una precisión de 0.0001 g. El estándar se diluyó en
agua milli-Q hasta completar 50 ml de dilución.
- preparación de la muestra: Se tomaron 10 ml de muestra
del filtrado utilizado para la lectura del brix y se
registró su peso con una precisión de 0.0001 g. Se diluyó a
50 ml con agua milli-Q y se filtró en una membrana de 0.22
J11Tl.
- Condiciones del Análisis:
Cantidad de muestra inyectada 20 ~l.
Temperatura del detector 48 'C
Temperatura de la Columna 90 'C
Flujo 0.5 mililitros por minuto.
Después de la calibración del equipo se inyectaron 20 ~l
del estándar y posteriormente se inyectó la misma cantidad
de muestra a analizar.
"
;
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5. RESULTADOS
. 5.1. ESTANDARIZACION DEL METODO DE EXTRACCION
La caña que se utiliz6 correspondia a la variedad MZC-
74275.
TABLA 5. Ensayo por el método de análisis directo (blanco).
No. Tiempo de % P o 1 % B r i x Pol % Promedi o (1 )
muestra licuado (min) extracto
1 5 21.91 4.6 5.63
2 5 21.91 4.7 5.63
3 5 22.30 5.0 5.72 5.66
4 4 21.90 5.2 5.61
5 4 21.89 5.0 5.61
6 4 22.04 4.7 5.66 5.63
7 3 21.41 5.0 5.49
8 3 21.31 5.1 5.46
9 3 22.05 5.3 5.65 5.53
(1) Se promediaron los datos de Pol % extracto
correspondientes a aquellas muestras en las cuales se hizo
licuado y macerado varias veces, utilizando un mismo tiempo
y teniendo en cuenta únicamente los efectuados en cada
fecha.
TABLA 6. Ensayo por el método de agi taci6n mecánica
(Estándar) .
No. Tiempo de Pol % Promedio
muestra agitaci6n % P o 1 % B r i x extracto
(min)
1 5 17.39 3.4 4.49
2 5 17.26 3.8 4.45
3 5 16.29 3.4 4.39 4.44
4 4 16.73 3.7 4.32
5 4 16.45 3.7 4.24
6 4 16.44 3.5 4.24 4.27
7 3 15.93 3.5 4.11
8 3 16.17 3.2 4.18 4.15
Datos obtenidos con la variedad CC 8566:
En el siguiente cuadro se presenta s6lo el valor promedio
de tres replicaciones por cada tiempo de extracci6n
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TABLA 7. Promedio de datos del ensayo (blanco)
Tiempo de % P o 1 % B r i x Pol % extracto
licuado (min) promedio promedio promedio
3 14.87 4.85 3.82
4 15.15 4.91 3.89
5 14.99 4.68 3.85
7 19.32 5.90 4.94
9 19.77 5.91 5.05
11 19,42 5.92 4.96
TABLA 8. Promedio de datos del análisis (estándar)
Tiempo de % P o 1 % B r i x Pol %
agitación promedio promedio extracto
(minJ oromedio
3 11.65 3.68 3.01
4 11.42 3.66 2.95
5 11.72 3.76 3.03
7 15.81 4.70 3.98
9 15.84 4.71 4.07
11 15.76 4.70 4.05
"
;
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5.2. MEDICION DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA A
DIFERENTES TIEMPOS DE EXTRACCION
Estos ensayos se hicieron con muestras de la variedad ce
8568.
TABLA 9. Efecto de la temperatura a diferentes tiempos de
extracción.
TIEMPO (mn) TEMPERATURA ·c % POL % BRIX % PPOLEXT
3 25 18.44670 5.06667 4.72975
5 25 18.60670 5.23330 4.76732
10 25 18.42670 5.23330 4.72119
15 25 18.65330 5.16667 4.78065
20 25 18.55000 5.30000 4.75142
3 30 18.63000 5.33330 4.77122
5 30 18.73670 5.36667 4.79784
10 30 18.64000 5.26667 4.77516
15 30 18.61670 5.23333 4.76988
20 30 18.57330 5.26667 4.75808
3 35 19.88000 5.63333 5.08470
5 35 19.90330 5.63333 5.09068
10 35 20.16670 5.60000 5.15877
15 35 19.18670 5.63333 4.90738
20 35 19.23000 5.80000 4.91489
3 40 18.39500 5.40000 4.70966
5 40 18.49000 5.40000 4.73399
10 40 18.80330 5.33333 4.81560
15 40 18. 77330 5.30000 4.80862
20 40 19.42670 5.73333 4.96660
3 45 18.11330 5.40000 4.63755
5 45 18.63000 5.30000 4.77173
10 45 17.90000 5.20000 4.58692
15 45 18.08000 5.50000 4.62700
20 45 19.26330 5.63333 4.92697
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5.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA A UN TIEMPO DE
EXTRACCION
Se trabajó con muestras de la variedad .v 7151.
TABLA 10. Efecto de la temperatura a 10 minutos de
extracción.
TEMPERATURA % POL % BRIX %PPOLEXT
·C
25 22.07 6.30 5.21
30 22.26 6.30 5.27
35 22.50 6.50 5.46
40 22.38 6.40 5.33
45 19.98 6.30 5.06
5.4. EXTRACCION CON ENZIMAS
Los ensayos de extracción con los tres tipos de enzimas se
hicieron con muestras de la variedad V 7551 con 12 meses de
edad.
T = Testigo
M = Muestra + Enzima
5.4.1. Extracción a temperatura de 35'C y 10 minutos.
TABLA 11. Resultados analíticos para Celluclast SP 262.
Tipo %Pol %Brix %PolExt pH H P L C Almidon Polisaca
(ppm) ppm
%Sac %Gluc %Fruc
T 23.96 6.5 6.10 6.7 6.009 0.075 0.099 28 298
Ml 23.40 6.4 5.96 6.9 5.953 0.086 0.115 33 323
M2 23.08 6.9 . 5.87 6.8 6.019 0.099 0.136 28 266
",
..
..
.'
,
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TABLA 12. Resultados analíticos para Cellulasa SP 249.
T'ipo %Pol %Brix ;%PolExt PH H P L C Almídon Polisac
ppm ppm
~Sac %Gluc %Fruc
T 22.35 6.4 5.70 6.6 5.742 0.026 0.048 70 361
Ml 22.39 6.4 5.71 6.6 5.394 0.051 0.070 64 361
M2 22.48 6.4 5.73 6.6 5.928 0.145 0.065 81 387
TABLA 13. Resultados analíticos para Rapidace C80L.
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH H P L C Almidon Polisac.
ppm ppm
%Sac %Gluc %Fruc
T 21.86 6.19 5.58 6.6 5.514 0.056 0.076 66 311
Ml 21.30 6.06 5.44 6.6 5.416 0.074 0.079 69 323
M2 21.37 6.07 5.46 6.6 5.069 0.095 0.123 68 235
5.4.2. Extracción a temperatura de 45'C y 10 minutos.
TABLA 14. Resultados analíticos para Celluclast Sp262.
HPLC
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH
%Sac %Gluc %Fruc
T 15.95 4.73 4.09 6.5 3.997 0.061 0.081
Ml 16.25 4.77 4.17 6.7 3.876 0.071 0.089
M2 16.05 4.80 4.12 6.6 3.899 0.087 0.096
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TABLA 15. Resultados analíticos para cellulasa SP249.
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH HPLC
%Sac %Gluc %Fruc
T 15.40 4.60 3.96 6.6 3.876 0.076 0.082
Ml 16.50 4.85 4.23 6.7 4.209 0.074 0.138
M2 16.25 4.79 4.17 6.6 3.999 0.070 0.159
TABLA 16. Resultados analíticos para Rapidase C80L.
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH H P L C
%Sac %Gluc %Fruc
T 16.10 4.78 4.13 6.6 4.049 0.073 0.121
Ml 16.00 4.72 4.11 6.6 3.930 0.063 0.162
M2 16.25 4.79 4.17 6.7 3.626 0.076 0.159
5.4.3. Condiciones de Temperatura = 45'C y Tiempo de
extracción de 20 minutos. .
TABLA 17. Resultados analítico para Celluclat SP 262
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH H P L C
%Sac %Gluc %Fruc
T 19.10 5.41 4.89 6.6 4.569 0.053 0.060
Ml 18.75 5.35 4.80 6.5 4.537 0.063 0.081
M2 19.45 5.51 4.98 6.4 4.864 0.063 0.088
'.
..
.'
•
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TABLA 18. Resultados analíticos para Cellulasa SP249
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH HPLC
%Sac %Gluc %Fruc
T 19.75 5.61 5.05 6.7 4.938 0.055 0.078
M1 18.65 5.35 4.77 6.7 4.782 0.089 0.092
M2 19.00 5.43 4.86 6.7 4.972 0.088 0.106
TABLA 19. Resultados analíticos para Rapidase C80L
Tipo %Pol %Brix %PolExt PH HPLC
%Sac %Gluc %Fruc
T 19.15 5.52 4.90 6.7 5.060 0.106 0.130
M1 19.30 5.56 4.94 6.7 5.250 0.093 0.110
M2 19.10 5.51 4.89 6.7 5.237 0.076 0.103
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6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS
6. l. ES'l'ANDARIZACION DEL METODO DE EX'l'RACCION
Para simular las condiciones de los ingenios en cuanto a
eficiencia de la extracción, que en la práctica es del 80%
al 90%, se tomó el método de análisis directo (Blanco) como
el 100% de extracción, así:
B x 100
%EM =
M
%EM = % Eficiencia de Extracción de sacarosa en el método
mecánico.
B = Pol % Extracto según el blanco
M = Pol % Extracto obtenido por el método de agitación
mecánica.
Porcentaje de eficiencia en la extracción de sacarosa según
el método mecánico a diferentes tiempos de extracción.
TABLA 20. Porcentaje de eficiencia en la extracción con
el método mecánico a diferentes tiempos.
"
TIEMPO
(minutos)
3
4
5
7
9
11
%EM
75.42
75.84
78.57
80.57
80.60
81.65
..
.'
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FIGURA 2. %EM a diferentes tiempos de extracción.
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Como se observa (tabla 20, figura 2),10s porcentajes de
eficiencia para la extracción de sacarosa en los tiempos de
7, 9, 11 minutos, cumplen con los porcentajes de extracción
del 80% a 90% preestablecidos para el método de extracción
mecánica.
Se puede destacar que la diferencia de extracción entre los
tiempos 7, 9, 11 es bajo (menos del 1,05%) es decir, un
tiempo de 10 minutos representa un valor ideal para el
método de extracción mecánica.
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6.2 MBDICION DBL EFECTO DB LA TBMPBRATURA A
DIFBRBNTBS TIEMPOS DE EXTRACCION.
Con los datos obtenidos en 4,2, se calculó el tipo de
ecuación más representativa para la relación Po1 % Extracto
y tiempo de extracción a diferentes temperaturas (figura 3)
Figura 3, Efecto del tiempo de extracción sobre e1po1 %
. extracto .
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Como se observa el efecto de la temperatura es muy
significativo para tiempos superiores a 10 minutos.
Para la gráfica correspondiente a T = 2S'C (figura 4), se
observa que el po1% Extracto permanece estable aunque el
tiempo de extracción se aumente. Su Pr > F es mayor a 0.05,
por 10 tanto estos datos no poseen significancia.
Figura 4, Po1 % Extracto a T = 2S·C,
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La gráfica correspondiente a T = 30·C (figura 5), se
presenta un comportamiento similar al anterior con
pendiente decreciente.
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Figura 6. Pol % Extracto a T = 35 ·C
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Para la gráfica correspondiente a T = 35'C (figura 6),
existe variabilidad del pol % extracto con incremento del
tiempo, la ecuación cuadrática es la que más se ajusta a
esta gráfi ca. La Pr > F es menor que 0.05 pero presenta
pendiente decreciente.
En la gráfica correspondiente a T = 40'C (figura 7), se
observa una relación directamente proporcional entre el pol
% extracto y el tiempo de extracción. La Pr > F es menor
que 0.05 y el tipo de gráfica que se ajusta es lineal con
pendiente creciente.
Fig';lra. 7. Pol Extracto a T = 40 ·c
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Para la gráfica correspondiente a T = 45'C, los valores de
Pr> F son mayores a 0.05 y su gráfica es dificil de adaptar
como modelo experimental.
Hasta esta etapa se puede concluir estadisticamente que la
eficiencia en la extracción es muy buena trabajando a una
temperatura de 40 ·c y aceptable a una temperatura de 35 ·C.
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6.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA A UN TIEMPO CONSTANTE
DE EXTRACCION
Como se demostró en 5.1., el tiempo de extracción a 10
minutos es el óptimo. Además el análisis de la relación
Pol % Extracto y tempera tura (ver 6.2.) a di ferentes
tiempos de extracción lo verifica (figura 8)
Figura 8. Influencia de la temperatura sobre el pol a
diferentes tiempos de extracción.
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Con base en lo anterior se realizó una segunda serie de
ensayos (ver 4.3.) para constatar el efecto de la
temperatura sobre la extracción entre 25 y 45 ·c (Figura
9). Estos resultados muestran que el máximo de eficiencia
en la extracción es a 35·C.
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Figura 9.
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6. 4 • BX'l'RACCION CON ENZIMAS
".
",
De los datos obtenidos en 4.5,
testigo (sin enzima), M1 Y M2
contienen la enzima.
donde T representa el
son las muestras que
Para analizar el efecto enzimático sobre la extracción, se
hizo la diferencia entre las muestras con enzimas y el
testigo asi:
%EEEsac = %sacM - %sacT donde:
%EEEsac: porcentaje de extracción por efecto enzimático.
%sacM porcentaje de sacarosa en la muestra por HPLC.
%sacT porcentaje de sacarosa en el testigo.
FIGURA 10.
t=10 mino
Efecto enzimático en la extracción a T=35'C
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Al efectuar el análisis de M1 y M2 a temperatura de 3S'C y
tiempo de 10 minutos de extracción, se observa que en
general el efecto es negativo en todas las enzimas. (Figura
10)
A temperatura de 4S'C y tiempo de extracción de 10 minutos
la enzima Cellulasa SP 249 es representativa para M1 y M2
mostrando un efecto positivo de extracción entre 0,2- 0.4%
(Figura 11)
FIGURA 11.
t=10 mino
Efecto enzimático en la extracción a T=4S'C y
.
....
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EuI...
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FIGURA 12. Efecto enzimático en la extracción a T=45·C y
t=20 mino .
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Al aumentar el tiempo de extracción a 20 minutos y manten~
la temperatura en 45·C se verifica representatividad en Hl
y M2 para la enzima Celluclast SP 262. (ver figura 12)
Para ver el efecto de la temperatura en la extracciÓt)
enzimática se examinó M1 y M2 por separado a· un tiem,P5
constante de 10 minutos (ver figura 13 y figura 14), ~
aprecia que la enzima Cellulasa SP 249 es la única Q1..üj
presenta efecto positivo de extracción.
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FIGURA 13.
enzimática
minutos .
Efecto de la
para M1 a
temperatura en la extracción
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Como la temperatura óptima es de 45'C para enzima Cellulasa
SP 249, se estudió el efecto del tiempo en la extracción
enzimática, demostrándose que el mejor tiempo es el de 10
minutos (ver figura 15 y figura 16).
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FIGURA 14.
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FIGURA 15 Efecto del tiempo en la extracción
enzimática para M1 a una temperatura de 45 ·C.
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FIGURA 16 Efecto del tiempo en la extracción enzimática
para M2 a una temperatura de 45 ·C.
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1_ t=10 min ~ l=10 11Im I
Además a 20 minutos se presenta algo de respuesta para
Rapidase C80L y Celluclast SP 262, alcanzando un máximo
cercano al 0.3%.
Al determinar el efecto enzimático en el pol % extracto,
como:
%EEEpolext = %polextM - %polextT
donde,
%EEEpolext Porcentaje de extracción por efecto enzimático
como pol extracto.
%polextM Porcentaje pol extracto en la muestra.
%polextT : Porcentaje pol extracto en el testigo.
se concluye que la Cellulasa SP 249 es la que presenta
efecto de extracción (ver figura 17).
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enzimátieo en el pol extracto. (a) a
(b) aT=4S 'c. t=10 mino (e)
•
(a. )
FIGURA 17. Efecto
T=3S'C, t=10 mino
___ a T=4S 'C! t=20 min,
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7. CONCLUSIONES
Uno de los propósi tos fundamentales de este trabajo, fue
recuperar parte de la sacarosa que queda en el bagazo
después de la extracción utilizando enzimas de maceración;
por medio de un sistema que imite las condiciones fabriles
en el laboratorio. De acuerdo con lo anterior se puede
afirmar que:
La extracción por el método de agitación mecánica está
relacionada con la temperatura y el tiempo que se utiliza,
siendo más significativo a una temperatura de 40'C y tiempo
superior o igual a 10 minutos.
Se estableció que las enzimas utilizadas, presentaron una
tendencia positiva a una temperatura de 45'C, encontrándose
esta temperatura dentro del rango de actividad de ellas.
La enzima Cellulasa SP 249 fue la más eficiente en el
proceso, con un efecto de extracción alrededor del 0.4%.
Para fines prácticos este efecto es muy bajo; valdria la
pena continuar ensayos con otras condiciones como: pH,
temperatura, tiempo, pretratamientos del bagazo y mezclas
de enzimas.
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GLOSARIO
ALCALIZACION: Adición de cal, generalmente alrededor de 1
libra de CaO por tonelada de caña, para neutralizar la
acidez natural del guarapo.
BAGAZO: Residuo de la caña prensada en un molino o un tren
de mol i enda .
BRIX: Es el porcentaje en peso de los sólidos solubles en
el extracto. Si se determina mediante un refractómetro se
denomina brix por refractometría.
CENICAÑA: Centro de Investigación de la Caña de Azúcar.
CLARIFICACION: Proceso diseñado para remover las impurezas
tanto solubles como insolubles del extracto con el uso de
un floculante.
CRIZTALIZACION: Proceso al vacío donde el jarabe de caña se
evapora hasta quedar saturado de azúcar.
FLOCULANTE: Polímero, generalmente acrilamidas que a manera
de red rodea iones, formando flóculos insolubles.
g: Gramo, .. 'C: Grados centígrados ... L: Litro .. opm:
Oscilaciones por minuto .. HPLC: Cromatografía Líquida de
Alta Eficiencia.
GUARAPO: Es el jugo de caña de azúcar sin diluir.
ORSTOM: Instituto Francés de Investigación Científica para
el Desarrollo en Cooperación.
POL: Contenido aparente de sacarosa de cualquier sustancia
expresada como un porcentaje en peso y determinado por
polarización directa o sencilla.
POLARIMETRO: Equipo óptico que mide la rotación de la luz,
al pasar por una muestra.
POL % EXTRACTO: Definición matemática de la lectura
sacarimétrica corregida por Brix.
REFRACTOMETRO: Equipo óptico que mide la refracción de la
luz en un determinado medio.
SULFITACION: Proceso en el cual el jugo es colocado en
contacto con S02 con el fin de reducir los materiales
formadores de color.
T: Temperatura. t: Tiempo.
~: Micras. pl: Microlitros. V: Venezuela.
'.
"
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1. INTRODUCCION
Uno de los problemas de la industria azucarera, es la pérdida
de sacarosa durante la fabricación del azúcar la cual empieza
con la caña misma y su cosecha. Dichas pérdidas pueden ser
causadas por varios factores tales como: inversión a al tas
temperaturas (mayores a BO°C), pérdidas debidas a la acción
de microorganismos a temperaturas menores de 70 oC, por acidez
y degradación alcalina.
La inversión es un proceso en el cual la enzima invertasa,
convi erte la sacarosa obtenida en el jugo en gl ucosa y
fructosa, hecho que afecta el rendimiento de azúcar y ocasiona
pérdidas económicas. Los agentes responsables de la inversión
son:
- Caña caída,
Tiempo transcurrido entre el corte de la caña y molienda,
- Temperatura del jugo,
- Acidez del jugo y
Presencia en el jugo de microorganismos que excretan
invertasa.
Uno de los microorganismos que se puede encontrar contaminando
el jugo pertenece al género Leuconostoc, el cual durante su
metabolismo induce inversión de sacarosa, formando a partir de
glucosa un po1isacárido denominado dextrana que se caracteriza
por ser gomoso. Entre los efectos que ocasiona la dextrana en
la fábrica se hallan:
-Dificultad en determinar el verdadero contenido de sacarosa
de la caña que
entra a molienda.
-pérdidas en la producción a causa de la degradación de azúcar
en el molino.
-Problemas de gomas y olores en el área de molienda.
-Aumento en los productos químicos requeridos para la
clarificación. .
-Dificultades en la filtración.
-Taponamiento de bombas, cedazos y tuberias.
-Dificu1 tades para obtener cristales de azúcar de calidad y
tamaño satisfactorios,
por consiguiente bajo agotamiento en las mieles finales.
La reacción de inversión· y formación de dextrana es la
siguiente:
Invertasa Dextran- Sacarasa
C12H22011+ H20----------> C6H1206 + C6H1206 -------------> (C6H120S)x
Sacarosa agua Fructosa Glucosa Dextrana
pm:342 pm:18 pm: 180 pm: 180 pm: 15000- 20000
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La glucosa puede también ser bioconvertida en otros
subproductos:
C6H1206--------> C02 + H20 (Metabolismo de respiración microbiológico).
Glucosa
C6H1206---------> C2HSOH (Fermentación por levaduras).
Glucosa Etanol
C6H1206-------> CH3-CHOH-eOOH (Realizada por bacterias lácticas)
Glucosa Acido láctico
Estas reacciones amplifican el fenómeno de inversión y alteran
las medidas de pureza.
Es de gran importancia determinar cuales especies de
microorganismos se hallan presentes en el jugo' de primera
extracción y el jugo diluido y su incidencia en la degradación
de sacarosa, confirmar la presencia de la bacteria Leuconostoc
determinando que especies producen dextranas influyendo en la
calidad y el proceso de producción de azúcar.
2. OBJETIVOS
2.1 Generales
Caracterizar la flora microbiana existente en los jugos
extraidos de la caña y determinar su
efecto sobre la inversión de sacarosa.
2.2 Especificos
- Aislar e identificar los microorganismos más representativos
en los jugos de primera
extracción y diluido.
- Establecer un método de muestreo y análisis de rutina para
cuantificarlos.
'.
..
Evaluar las pérdidas
microorganismos especificos,
por la microflora láctica.
de sacarosa
en especial
producidas por
Evaluar la efectividad de los bactericidas sobre los
microorganismos aislados que inducen
inversión de sacarosa.
3. REVISION BIBLIOGRAFICA
..
..
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3.1 GENERALIDADES DE LA SACAROSA
3.1.1 DEFINICION
Sacarosa es el nombre cientifico del azúcar de caña o de
remolacha de fórmula C12H22011, es un sólido blanco que se
cristaliza en el agua en grandes prismas monocic1icos, en
solución desvía a la derecha la luz polarizada. La sacarosa se
puede desdoblar por fijación de una molécula de agua en glucosa
y fructosa. La d- fructosa es levógira y tiene mayor poder
rotatorio que la glucosa que es dextrógira, asi se modifica la
desviación de la luz polarizada, de ahí el nombre de inversión
de azúcar dado a esta hidrólisis. (Meade & Chen, 1975).
3. 1 . 2 PERDIDAS DE SACAROSA POR ACCION MICROBIANA
Una vez se corta la caña se produce un deterioro microbiano,
que aumenta en época de lluvia, cuando el tiempo entre corte y
molienda es muy prolongado y cuando la caña se quema.
El desarrollo microbiano se favorece al deteriorarse las
estructuras vegetales externas que sirven de protección. Tales
microorganismos son los responsables de muchas de las pérdidas
de sacarosa ocurridas durante la fabricación del azúcar.
(Duarte et al, 1982).
C1arke, et al (1980) estudiaron pérdidas de sacarosa durante la
fabricación del azúcar de caña, ocasionadas por este factor,
conc1 uyeron que el mayor causante de tales pérdidas era la
bacteria Leuconostoc mesenteroides, que además de producir
dextrana induce la inversión, con producción de diversos
ácidos (láctico, acético) y alcohol.
3.3 LOS MICROORGANISMOS EN LA CAÑA
3.3.1 ESPECIES IDENTIFICADAS
Egan, Kirby & Noble . (1977) realizaron una revisión sobre el
biodeterioro de la caña y hallaron que además de L.
mesenteroides existen otros microorganismos que también
podrian tener un efecto significativo en la descomposición de
sacarosa. Así fueron halladas bacterias 1ácticas en caña
provenientes de las Antillas, las especies eran: L.
mesenteroides, L. dextranicum, y Lactobacillus
plantarum, L. casei y L. confusus. Las dos primeras son
las productoras de dextrana en gran cantidad.
Lacey (1980) halló Leuconostoc bajo la vaina de las hojas y
en grietas o fisuras del tallo fueron halladas levaduras del
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género Saccharomyces y bacterias lácticas. Dichas grietas
proveen un sitio excelente para el desarrollo microbiano y
permiten que los microorganismos sobrevivan durante las quemas.
Después de diez minutos de haberse producido la quema, fué
posible aislar bacterias desde las cañas, especialmente desde
las grietas en donde Leuconostoc sp, sobrevivió
simultáneamente con levaduras resistentes al calor, también se
aislaron esporas bacterianas termorresistentes.
3.3.2 MICROORGANISMOS EN EL JUGO
Duarte et al (1982) realizaron unos análisis microbiológicos
del jugo de caña , empleando medios de cultivo selectivos para
microflora abundante y variada: bacterias mesófilas, bacterias
termófilas, bacterias del género Leuconostoc, levaduras y
mohos.
Los microorganismos aislados en el tándem fueron agrupados de
acuerdo con su número y frecuencia en el siguiente orden:
género Bacillus, Leuconostoc, grupo coliforme, levaduras,
mohos y otros. Todos estos microorganismos con excepción de
los mohos influyen en las pérdidas de sacarosa en el jugo del
tándem.
3.4 LOS BACTERICIDAS
3.4.1 USO
La adición de productos qu~m~cos bactericidas como el cloro, el
formaldehído, el bióxido de azufre y las sales cuaternarias de
amonio en las fábricas de azúcar está justificado desde hace
tiempo, ya que se ha comprobado que emplearlos es
económicamente más eficaz que el no hacerlo. La aplicación de
bactericidas debe considerarse como un complemento y no un
susti tuto de las operaciones de limpieza. (Kopper, 1982).
Costa el at (1987) evaluaron el uso de seis diferentes biocidas
con principio activo diferente, aplicandolos en concentraciones
de 5, 10, 15 Y 20 ppm. en jugo de primera extracción; los
resultados indican la importancia de la aplicación de biocidas
en molienda para minimizar las pérdidas de sacarosa; no
siempre las dosis recomendadas por las informaciones técnicas
corresponden a las necesidades exigidas para el control
efectivo, ya que la frecuencia de uso y la concentración de
germicida dependerá de los problemas operacionales de la
fábrica y/o si esta para y el jugo extraído debe esperar un
posterior procesamiento.
3 . 5. MICROFLORAS en JUGO de CAÑA
Se dan a continuación unas informaciones acerca de las
microfloras estudiadas :
"
. ,
..
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3.5.1. MICROFLORA: Poblaci6n de microorganismos presentes en
un ambiente determinado por la temperatura, el habitat, la
10calizaci6n. Por ejemplo microflora mes6fila, microflora
intestinal, microflora normal de suelo, etc.
En este trabajo la microflora a estudiar es la siguiente:
3.5.2.MICROFLORA MESOFILA: Microorganismos cuyo crecimiento
6ptimo se presenta entre los 25 y 40° C. Para su aislamiento
y recuento se usa el medio PCA (Plate-Count-Agar), su estudio
se realiza porque ésta microflora es indicadora de calidad
higienica, además utilizan los azúcares (glucosa) como fuente
de energía para realizar su respiraci6n. Ej: Escbericbia
coli, Stapbylococcus aureus.
3.5.3.MICROFLORA LACTICA: Microorganismos cuyo crecimiento
6ptimo se presenta a 30° C. Para su aislamiento y recuento se
utiliza el medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) + azul de anilina.
De acuerdo con las investigaciones realizadas el colorante es
un indicador del potencial de 6xido-reducci6n, por lo tanto la
presencia de bacterias lácticas se observa por el cambio de
color (azul) en el medio de cultivo. Esta microflora se estudia
porque fermenta los hidratos de carbono (glucosa) con
producción de ácido láctico, etanol y C02 .Ej: Streptococcus
lactis, Lactobacillus plantarum .
3.5.4.GENERO Leuconostoc: Está incluido en la microflora
láctica, crece a una temperatura 6ptima de 30 oC. Para su
aislamiento y recuento se usan los medios Mayeux e
Hipersacarosa + azul de anilina. Estas bacterias son muy
importantes en la industria azucarera ya que inducen la
inversi6n de sacarosa con producci6n de fructosa y glucosa,
ésta última a su vez es utilizada para elaborar un polimero
denominado dextrana. Ej: L. mesenteroides, L dextranicum.
3.5.5.MICROFLORA TERMOFILA: Microorganismos cuyo
crecimiento óptimo se presenta entre los 45 y GO°C. Para su
aislamiento y recuento se recomienda el medio ADT + púrpura de
bromocresol (Agar-Dextrosa-Triptona) el colorante es un
indicador de pH (colonias acidificantes cambian el color del
medio de morado a amarillo). Esta microflora se estudia
porque: algunas especi es producen esporas (es tructuras de
resistencia) que sobreviven en condiciones ambientales
adversas, lo que garantiza su subsistencia en varias etapas del
proceso. Además por que la energía necesaria para su
metabolismo respiratorio la obtienen de los carbohidratos
(gl ucosa) . Ej: Bacill us stearotbermopbil us.
3.5.6.LEVADURAS OSMOFILAS: Son hongos unicelulares cuyo
crecimiento se presenta entre los 20 y 30°C. Para su
aislamiento y recuento se utiliza un medio que se denomin6 AFE
cuya composici6n es Agar, Fructosa y Extracto de levadura .
Estas levaduras se caracterizan por que se desarrollan bien en
medios con presión osm6tica elevada, es decir en presencia de
concentraciones altas de azúcares, sales u otros solutos, que
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afectarian a otro tipo de células. Su estudio se realiza debido
a que degradan los azúcares (fructosa, glucosa) produciendo
alcohol y C02. Ej: Sacharomyces rouxíí, S. mellís.
4.METODOLOGIA
4 • 1 MUESTREO
El muestreo se realizó en dos tipos de jugo: jugo de primera
extracción y jugo diluido, Las muestras fueron tomadas en el
Ingenio Central Castilla en las horas de la mañana (durante los
meses Abril-Agosto y Octubre-Diciembre) de 1993, empleando para
ello frascos de boca ancha con tapa previamente esterilizados
en autoclave. El jugo fué colectado en forma directa usando el
tomamuestras diseñado al efecto; las muestras se trasladaron en
frío (nevera de icopor) directamente al laboratorio (UNIVALLE),
una vez en el laboratorio se procedió a realizar las
respectivas siembras en los diferentes medios de cultivo y el
posterior análisis de la población microbiana.
4.2 RECUENTO DE MICROFLORA TOTAL y MESOFILA
4.2.1 MEDIOS DE CULTIVO
Para hacer el recuento de la microflora total y mesófila, se
utilizó el medio PCA (Agar-Plate-Count, Merck 5463)
esterilizado previamente a 121° C durante 15 minutos.
4.2.2 SIEMBRA
Las siembras se realizaron cerca de un mechero a gas y en un
recinto cerrado para impedir la entrada de corrientes
contaminadoras (UNIVALLE) y en cabina de flujo laminar
(Laboratorio de microbiología del Ingenio). Las muestras
fueron homogenizadas, se tomó 1 ml de cada uno de los jugos y
se vertió en un tubo de ensayo que contenía 9 ml de agua
peptonada estéril, a partir de esta dilución se efectuaron las
diluciones decimales hasta 10- 7 . De las diluciones
10- 4 , 10- 5 y/o 10- 6 se extrajeron 0.5 ml para sembrar en
superficie y 1 ml para sembrar en profundidad, figura No 1.
La muestra se distribuyó en la caja de petri con la ayuda de
perlas de vidrio estériles. Una vez sembradas las cajas se
colocaron a incubar a 30°C durante 24-48 horas. Luego en
las diluciones adecuadas (10- 150 colonias por placa) se
contaron las colonias bacterianas, mul tiplicando el número
obtenido por dos y reportando el resultado por mililitro de
jugo.
'.
.
,
.;
.I .'
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4.3 RECUENTO DE MICROFLORA LACTICA
4.3.1 MEDIO DE CULTIVO
Para el seguimiento de la microflora láctica se emple6 el medio
MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, Merck 10660) glucosa + azul de
anilina, previamente esterilizado y a un pH de 6.7
4.3.2 SIEMBRA
La siembra se efectu6 igual que la anterior, las cajas se
incubaron durante 48 horas a JOoe. El 28 de diciembre se
efectu6 un ensayo, en el cual las cajas fueron incubadas en
condiciones aer6bicas y anaer6bicas (campana de anaerobiosis),
observando en cuales condiciones se present6 un mejor
crecimiento y se aislaron tres tipos diferentes de colonias, de
ambos jugos en la diluci6n 10-5 , para su identificaci6n.
4.3.3 RECUENTO DE Leuconostoc
4.3.3.1 MEDIOS DE CULTIVO Y SIEMBRA
Para el recuento de bacterias del género Leuconostoc, se us6
el medio Mayeux (Leveau J.V- Bouix M. 1978). También se emple6
el medio Hipersacarosa para realizar los aislami entos. Las
siembras se efectuaron igual que en el medio anterior.
Se realiz6 un ensayo el 2 de septiembre de 1992 empleando
básicamente la metodología ya explicada, pero se sembr6 1 ml
de todas las diluciones en cada una de las cajas que contenian
el medio Hipersacarosa + azul de anilina; estas fueron
incubadas a JOoe en una cámara de anaerobiosis por 48 horas, se
realizaron los recuentos y se escogieron algunas colonias para
ser aisladas y purificadas.
4.4 DETERMINACION DE MICROFLORA TERMOFILA
esporógenas)
4.4.1 MEDIOS DE CULTIVO
(Bacterias
Para la determinaci6n de esta microflora se utilizaron los
medios: Agar-Dextrosa-Triptona + púrpura de bromocresol para
las cajas de petri y caldo de hígado + agar al 2% y agar
sulfito contenidos en tubos de ensayo. (Duarte et al 1982).
4.4.2 TECNICA
Se midieron 10 mi de jugo, se pasaron a un balon aforado de 100
ml y se enras6 con diluyente estéril (agua peptonada). Se tap6
y se calent6 la muestra hasta que ebul16 en baño de agua,
dejando ebullir por 5 minutos, por último fué reemplazado el
Informe Asocaña / Orstom - Anexo ni? 2. p:8
líquido evaporado por diluyente estéril; esto se dejó enfriar
y se sembraron 2 ml en los tubos que contenian agar sulfito,
incubandose en una campana de anaerobiosis a 55°C durante 72
horas.
Otra técnica que se empleó fué la de realizar las diluciones
desde 10-1 a 10- 4 con las muestras de los jugos, sembrandose 2
ml de cada dilución en los tubos con caldo de hígado y agar
sulfito. Incubando a 55°C en campana de anaerobiosis por 72
horas.
También se sembró 1 ml de las diluciones 10- 1 a 10- 3 en
profundidad en el medio Agar-Dextrosa-Triptona + púrpura de
bromocresol.
4.5 RECUENTO DE LEVADURAS OSMOFILAS
4.5.1 MEDIO DE CULTIVO Y SIEMBRA
Para el recuento de levaduras osmófilas se utilizó el medio de
cultivo que se denominó AFE (Agar-Fructosa-Extracto de
Levadura) con un pH de 7. O; a este medio se le añadió un
antibiótico: amoxicilina 500 mg a razón de 0.1 gr por litro de
agua destilada.
4.5.2 SIEMBRA
La siembra se realizó en profundidad utilizando 1 ml de las
diluciones 10- 4 y 10- 5 , las cajas se colocaron a incubar
durante 72 horas a 30°C.
Para los trabajos de recuentos de microorganismos, se aplico el
proceso de diluciones que se describe en la figura N2 1 (1)
1 - CEPA: Especies de microorganismos de caracteres conocidos (usados como referencia) que se
conservan estérilmente cultivados en el laboratorio para determinados ensayos y experiencias.
-DILUCION: Acción de aumentar la proporción de disolvente o diluyente al soluto, en este caso la
muestra de jugo,
-DLUCION EN SERIE: Es la dilución sucesiva de la muestra. Por ejemplo 1:10,1 mi de muestra + 9
mi de diluyente, dilución 10-1 ,. 1:100,1 mi de muestra y 99 de diluyente, dilución 10-2; etc.
..
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// FIGURA No.l ESQUEMA DE DILUCiÓN EN SERIE Y SIEMBRA DE MUESTRAS~"
.(
1 ~ DE JUGO DE CAf'lA '\
I '1 ~
MUESTRA:
JUGO
PRIMERA
EXTRACCION
O DILUIDO
1ml
1mi 1mi 1ml 1ml 1mi 1mi 1ml
ji., • , ti" •
9ml DE DILUYENTE
DILUCION
'10 -, b::::::::J 1O -2b::::::::J 10 -3!:: .J 1~ ~~O -!5L :::! 10 -Sb::::::::J 1O -7b::::::::J lO-Se::::
~ / '. ----~" .........----
c
', -~ / ,~
..a.DT + PÚRPURA DE "-,1 mi .~---- / ".,' .E·5ml./"~--,.
BRO...OCRESOL . ) ~ / "'., ....( \)PCA
(TERMÓFILAS). / '---,,- Ó IL S(Siembra en profundidad) .--/ .,/ ..... ' / (MES FA)
/ ~, ~~
,,/ O 5ml ." ....~....." O.5ml
'1 mI / r----- . '~~'\~ ('\ ('\) MBS + AZULL) ) DE ANILINA .LEVADURAS OSMÓFILAS \,---.-/ ~ ./ (LACTlCAS) /(Sic:!'mbra en Profundidcld) . ---.....--'
, MAYEUX (G[NERO LEUCONOSTOC) .//
-------/
\\
"'.....
, ..............---. -
Informe Asocaña I Orstom - Anexo nrl 2. D:9 "
5. PRESENTACION DE LOS RESULTADOS
Se realizó un ensayo el 2 de septiembre de 1992 , con el fin
de estandarizar el aislamiento de Leuconostoc. Se presentó
un crecimiento muy abundante en las cajas con diluciones altas
y el recuento se hizo en la dilución 10- 6 que fué de:
Jugo primera extracción
27 colonias
27 x 106 UFC
Donde UFC : Unidades
rugo diluido
79 colonias
79 x 106UFC
Formadoras de Colonias.
Algunas colonias fueron aisladas y purificadas debido a sus
caracteristicas: colonias gomosas típicas de Leuconostoc y a
su gran frecuecia de aparición; se conservan hoy en la
Universidad del valle, en agar inclinado son los aislados
identificados con el #: 7, 8, lO, 15, 15', 16', 17, 21 y 23 .
Tambien se realizaron ensayos con jugo de caña para usarlo como
subs tra to (medi o de cul ti vo) para las colonias bacterianas.
Pero no dió resultado debido a dos aspectos :
Alta concentración de sólidos disueltos, lo que requeria una
fil tración extrema con fil tros de asbesto que se osbtruian
rápidamente y al final la cantidad de jugo obtenida era muy
pequeña.
El jugo filtrado al mezclarlo con el agar no se solidificaba
bien y al sembrar alli no se producia ningún crecimiento,
debi do al pH.
En cuanto a los muestreos en si, una vez se tomaban las
muestras, se efectuaban las diluciones y las cajas eran
sembradas, estas se colocaban a incubar a una temperatura y
tiempo determinado, tabla 1.
Tabla 1. Temperatura y tiempo de incubación de los medios de
cultivo utilizados en el estudio.
Medio de cultivo Temperatura Tiempo
PCA (bact. mesófilas) 30°C 24-48 horas
MAYEUX (Gén. Leuconostoc) 30°C 24-48 horas
MRS/azul anilina(bact lácticas) 30°C 24-48 horas
AFE (levaduras osm6filas) 30°C 72 horas
ADT + púrp. bromocr.(bact. term6filas) 55°C 24-48 horas
..
.
,
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Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas:
Fecha Juqo1a Ext. Juqo Diluido # de muestre Hora
Abril 7 X 5 8-8:20 a.m.
Abril 28 X 5 8-8:20 a.m.
Mayo 12 X X 6 7: 10-7:20 a.m.
Junio 1 X X 2 7:30 a.m.
Junio 2 X X 2 7:30 a.m.
Junio 3 X X 2 7:30 a.m.
Junio 4 X X 2 7:30 a.m.
Junio 5 X X 2 8:00 a.m.
Julio 22 X X 2 7:10-7:50 a.m.
Aqosto 10 X X 2 7:30 a.m.
AQosto 11 X X 2 7:30 a.m.
Acosto 12 X X 2 7:40 a.m.
AQosto 13 X X 2 8:00 a.m.
Octubre 14 X X 2 9:00 a.m.
Octubre 15 X X 2 11 :10 a.m.
Octubre 16 X X 2 9:30 a.m.
Octubre 17 X X 2 9:30 a.m.
Octubre 27 X X 2 10:50 a.m.
Octubre 28 X X 2 9:30 a.m.
Octubre 29 X X 2 10:15 a.m.
Octubre 30 X X 2 8:30 a.m.
Noviembre 30 X X 4 9:40 a.m.
Diciembre 28 X X 4 2:30 p.m.
Nota: Los datos del 27 al 30 de octubre, y de Noviembre 30 y Diciembre 28 corresponden
a muestras que contienen bactericida.
Respecto a los medios de cultivo se han presentado problemas
con el medio ADT + púrpura de bromocresol, utilizado para el
recuento de bacterias termófilas, ya que el crecimiento aqui
fué muy deficiente y las colonias eran poco definidas.
Se realizaron tres ensayos con otros medios:
El 20 de Septiembre, se us6 un medio descrito en el libro del
ICUMSA (1980), dicho medio se recomienda en la diferenciaci6n
de term6filos anaerobios productores de gas y reductores de
sulfito; su composici6n es la siguiente:
Peptona 0 g
Glucosa 5 g
Púrpura de bromocresol 0,4 g
Almidón soluble 2 g
Agar 15 g
Agua destilada 1000 mI
'._.1
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Tabla 2. Dato:5 d4~ lluvias, Bris y Sacarosa de iugos de pdmera eHtI'.acdón y dluido... pérdidus de· sacarosa JI tiempos de
permanencia ele' (:aña en cada uno de los rooesll'eos..
Fecha Uuvias BH J1n EH Sae J1a BH J. dil. Saco J.. d~. Pérdidas Tiempo de
1993: I(gl Te JPennanencia
Abril? O 18,0 16,54 1,50 44..74
Abril 28 66 mm 14,5 12,7'6 -0,12 63..22
M~~o 12 O 17,7 16,04 15,1 13,03 -0,49 47,82
Jlnio 1 O 15,2 13,48 16,1 14,00 0,76 53,16
JlI1lio2 O 20,9 18,78 17,0 15,E;6 0,22 53..51
.Jooío 3 O 18,0 14,40 15,6 13,E:1 0,65 59,39
JUIlIio 4 O 17,8 15,57 15,3 13,~:1 1,87 67,00
¿~io5 O 18,0 15,51 15,2 12,7'5 1,24 67,97
.Julio 22 O 17,0 14,73 13A 11,45 1,03 84,05
Agosto 10 O 18,6 13,39 15,0 12)56 2,42 89..51
Agosto 11 O 18,8 15,79 15,9 13,ti5 2,28 67,00
Agosto 12 O 21,3 18,05 17,1 15,05 1,07 54..74
Agosto 13 O 1~3,4 16,44 14,6 12,:;:1 2,08 59,05
Oct. 14 O 17,0 14,86 15,6 13,E:1 0,81 58,36
Oct. 15 15 mm 113,9 15,30 15,2 13,09 0,38 62..83
~: 16 14 mm 1:3,1 16,52 15,3 13,28 0,65 66..70
--
Oct. 17 O 16,0 14,20 15A 13,~:8 0,12 74,94
Oct. '.ll O 1:3,4 15,58 15,5 13,:;:0 1,66 68,.65
--
Oct. 28 O 1~3,0 18,13 14,7 12,11 0,88 55..79
--
DeL 29 O 1:3,0 18,95 16..4 13,81 0,64 79..05
Oct. 30 28.6 mm 20,6 17,35 15,3 13,11 1,64 73,33
--
Nov. 30 8mm 1e:,2 12,99 14,2 11,El8 1,06 51,74
Dic. 28 O 1E:,'? 14,53 14,3 12,:;:2 0..9 52,.00
'--'
.
1-.
X 17..98 15,59 '1 ~),30 13,20 1,02 63,24
··1 •
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.
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La siembra se realizó en profundidad en aerobiosis (no se
presentó crecimiento) y en anaerobiosis (el crecimiento fué
similar al que se presentó en el medio usado inicialmente).
El 14 de Octubre, se empleó el medio Agar Sulfito, usado en la
detección de bacterias anaerobias productoras de H2S, la
siembra se efectuó en tubos de ensayo que contenian el medio y
se incubaron por 72 horas, pero no se presentó crecimiento.
El 4 de noviembre se usó el medio PCA (Agar-P1ate-Count)
empleado en el recuento de microf10ra mesófi1a. Se tomaron 4
muestras (dos de cada jugo) y se sembraron en profundidad
incubando por 48 horas a 55°C. El recuento fué el siguiente:
Muestra A: (Terrnofilas con medio PCA)
Dilución Jugo laExtracción Jugo DiluIdo
10-1 65 colonias 62 colonias
10-2 14 colonias 7 colonias
10-3 5 colonias 1 colonias
Muestra B:
Dilución Jugo laExtracción Jugo Diluido
10-1 70 colonias 47 colonias
10-2 9 colonias 3 colonias
10-3 O colonias O colonias
Sin embargo este medio no se considera alternativo, debido a
que su composición es pobre y excluye microorganismos como
1actobaci10s termófi10s, que pueden estar presentes y
desempeñar un papel importante en la degradación de sacarosa.
A algunas colonias que crecieron en el medio ADT + púrpura de
bromocreso1, se les efectuó una coloración de Gram, la forma
predominante fué: bacilos cortos y alargados Gram positivos y
esporu1ados.
EllO de diciembre se realizó un ensayo con otro medio de
cultivo: el caldo de hígado, que es utilizado en el crecimiento
de bacterias esporógenas anaerobias productoras de gas y el
medio medio agar sulfito. Se tomaron dos muestras de jugo de
primera extracción y dos de jugo diluido, se realizaron la
siembras correspondientes en las diluciones 10-1 , 10-2 Y 10-3 ;
Y se colocaron a incubar los tubos en campana de anaerobiosis a
55°C durante 72 horas. Sin embargo no se presentó crecimiento.
En cuanto a los medios de cultivo utilizados para el recuento
de otras mi crof1 oras, se tiene que el PCA (Agar-p1ate-Count)
utilizado para bacterias mesófi1as, se presentó un buen
crecimiento de colonias. Estas eran redondas, aplanadas de
bordes irregulares y de color blanco o amarillo, opacas o
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brillantes. En la coloraci6n de Gram se observaron formas:
cocos Gram positivos y negativos y bacilos Gram positivos,
En medio MRS + azul de anilina (bacterias lácticas),
crecimiento de colonias definido, Colonias redondas,
aplanadas, bordes regulares de color: azul (lácticas) de 1-5 mm
de diámetro, habanas (bacilos) de 8-15 mm de diámetro y blancas
(levaduras) de 4-8 mm de diámetro. En cuanto a la coloraci6n de
Gram se observan cocos y bacilos Gram positivos.
Medio Mayeux (género Leuconostoc) buen crecimiento de
colonias, estas se observan de forma redondeada y convexas;
transparentes y gomosas, blancas de bordes irregulares y
amarillas aplanadas. La coloraci6n de Gram mostr6: cocos Gram
negativos, cocos Gram positivos y cocobacilos Gram positivos.
En el medio AFE para levaduras osm6filas, la siembra se realiz6
en profundidad; el crecimiento de las colonias fué bueno, en
los primeros recuentos efectuados crecieron también colonias
bacterianas: 1- blanca superficial que a veces se deslizaba
por el medio. y 2- amarilla brillante cuya forma celular ·era
cocobacilos Gram posi ti vos. Por esta raz6n se agreg6 un
antibiótico (amoxicilina 500 mg) y crecieron solo colonias de
levaduras de formas variadas: redondas, planas, estrella, plato
que crecen inmersas en el agar. De estas cajas de petri se
desprende un olor característico.
Durante el muestreo del 28 de diciembre se realiz6 una siembra
en el medio MRS + azul de anilina en las diluciones 10- 4 y
10-5, incubando en condiciones de anaerobiosis; el recuento
fué el siguiente:
Muestra A: 9Medio MRS: Lactobacillus)
Dilución Jugo laExtracción Jugo Diluido
10-4 280 colonias ____> 28. 10eS > 300 colonias ___o> 3.10eS
10-5 80 colonias ___o> 8,O.10eS 22 colonias ___o> 2,2.10eS
Muestra B:
Dilución Jugo laExtracción Jugo Diluido
10-4 > 300 colonias ___ o> 3.10eS 202 colonias----> 20.10eS
10-5 128 colonias ___ o> 1,28.10e? 22 colonias ___o> 2,2.10eS
Durante el muestreo de agosto 11 al 13 fueron seleccionadas en
todos los medios de cultivo algunas colonias, debido a su
frecuencia de aparici6n en muestreos anteriores y a
caracteristicas tales como: color, producci6n de goma y de gas.
Estas colonias se aislaron y purificaron, conservandose en
agar inclinado en el Ingenio Central Castilla. Adicionalmente
'.
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aislamientos y purificaciones
bacterianas que crecieron en el
condiciones de anaerobiosis.
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diciembre se efectuaron otros
de levaduras y de colonias
medio MRS + azul de anilina en
.
. ..
..
A estos aislados se les han realizado las pruebas iniciales
para su identificaci6n: coloraci6n de gram, catalasa y
motilidad, y se está preparando un test de azúcares en el medio
MRS además de otros ensayos adicionales. Una vez identificados
se procederá a realizar ensayos con bactericidas para analizar
cual y en que concentraci6n es más efectivo en el control de la
poblaci6n de microorganismos.
Para establecer una comparaci6n entre jugo de primera
extracci6n y jugo diluido, se hal16 el factor de diluci6n
(utilizando los valores promedios de brix de jugo primera
extracci6n y jugo diluido) que fué de 0,85. Los datos de los
microorganismos obtenidos en jugo diluido fueron divididos por
ese factor.
En las tablas y gráficas se presentan los tres tipos de datos:
No. de microorganismos en jugo de primera extracci6n, No. de
microorganismos en jugo diluido y No. de microorganismos en
jugo diluido/O, 85.
Los resultados corresponden a la diluci6n 10- 4 , que es la que
mayor informaci6n ha suministrado .
Los recuentos realizados se correlacionan con varios datos:
brix y sacarosa de jugo de primera extracci6n y diluido ,
pérdidas por inversi6n en molinos y tiempos de permanencia de
caña, cuyos valores aparecen en la tabla 2. Para hallar el
contenido de sacarosa, se emplea el método del sub acetato de
plomo y polarizaci6n de soluciones sin diluir: primero se mide
el brix de la muestra en el refract6metro, a continuaci6n se
toman aproximadamente 200 ml de jugo, se le agrega el sub
acetato de plomo mezclando muy bien y se coloca a filtrar, el
líquido obtenido se polariza en un tubo de 200 milimetros de
longi tud¡ una vez obtenido el dato se busca en la tabla de
Schmitz ubicando en la primera o última columna la lectura
polarimétrica y en el encabezamiento de la tabla se busca el
grado brix más pr6ximo al observado en la muestra de jugo. El
número que se sitúa entre la lectura polarimétrica y el grado
brix es el porcentaje de sacarosa.
Las pérdidas por inversión se calculan diariamente empleando
la f6rmula de Cloninger:
Brix de
0.099. primera
Extrae.
Gluc
--- Jugo Dil.
Bx
Gluc
--- JugolaExt = Kg de azúcar/ Ta de caña
Bx
Utilizando los valores promedios obtenidos durante el día de
brix y glucosa de los jugos de primera extracci6n y diluido.
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El tiempo de permanencia de caña (horas) está constituido de
dos etapas: A-campo y B-patio,
A- es el tiempo que inicia con la quema, (incluyendo corte y
alce) y termina con el transporte
de la caña hasta el patio de la fábrica.
B- es el tiempo que va desde el patio hasta la molienda.
Las lluvias (mm) que se reportan en la tabla 2, corresponden a
datos tomados en el campo, en los diferentes sectores.
6. DISCUSSION DE LOS RESULTADOS
Los resultados obtenidos en la temporada de abril a
Diciembre se presentant en las tablas 2 a 6. Por otra parte se
graficaron los resultados de las diferentes microfloras tanto
al respecto de la fecha de muestreo como en fuccion del Brix
y/o del contenido Brix /Saccarosa. Se puede hacer los
siguientes comentarios:
Las figuras 2 a 5 corresponden al logaritmo del número de
microorganismos en cada uno de los medios de cultivo para los
jugos de primera extracci6n y diluido/0.85 , en funci6n de las
fechas de muestreo; las gráficas indican que no existe una
gran diferencia entre las microfloras en ambos jugos. No fué
posible sinembargo estimar el número de bacterias term6filas
debido al medio de cul ti vo que no ha sido el adecuado. El
promedio de microflora contaminante se halla en 1,75 x 106 UFC/
ml de jugo, es decir 1'750.000 UFC / ml de jugo.
Comparando los datos de jugo de primera extracci6n y diluido,
se observa que no se present6 un crecimiento significativo de
microorganismos, debido a que el tiempo entre uno y otro no es
suficiente como para que se presente una al ta tasa de
reproducci6n, sin embargo los microorganismos presentes se
encuentran en un periodo acti vo fisio16gicamente en el cual
requieren consumir azúcar para realizar así funciones vitales
de metabolismo.
-,
'.
·'
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De acuerdo con los valores promedios,
predominantes en orden descendente son
p:15
los microorganismos
rugo de la extracción
Bacterias mes6filas: 195 col.
Género Leuconostoc,' 167 col,
Bacterias Lacticas: 161 col.
Levaduras osmófilas: 136 col.
rugo diluido (,' Q,85)
Bacterias mesófilas: 221 col,
Género Leuconostoc: 210 col
Bacterias Lacticas: 222 col,
Levaduras osmófilas: 153 col.
.
".
En cuanto a los recuentos, el 22 de julio se present6 un alto
número de microorganismos, esto se debe probablemente al estado
de la caña ese día, que en su mayoría era incendiada 10 que
implica caña de mala calidad a veces inmadura. Además el
tiempo de permanencia en campo y en patio fué alto: 84,05
horas.
Ella de agosto también se presentaron recuentos altos en todos
los medios, debido al elevado tiempo de permanencia de caña en
campo y patio que fué de 89,51 horas. Adicionalmente las
pérdidas ese día fueron de 2,42 Kg de azúcar/ton. de caña.
En la figura 6, se muestra que la variaci6n del Brix en jugo de
primera extracci6n va desde 15,2 hasta 21,3 y en jugo diluido
varia desde 13,4 hasta 17,0 con valores promedios de:
Jugo de primera extraeción---> 17,98
Jugo diluido--------------------> 15,30
Jugo diluido
Lo que da una relación -------------- = 0,85
Jugo la Extrae.
Este valor corresponde al factor de di1uci6n durante la etapa
de molienda con aditicion de agua de lavado, y coincida con el
factor usado para comparar los dos tipos de jugo en las
fabricas de azucaro
Es importante anotar este factor de di1icion porque influye
directamente sobre el numero de miroorganismos en los jugos de
canna. Por eso utilizamos este mismo factor de correccion para
la presentacion de los resultados y evaluar la evo1ucion de las
microf10ras.
De la misma manera, a partir de la figura 7,
valores promedios de sacarosa en los jugos:
se obtienen los
Jugo la Extracci6n--->
Jugo Di1uido-------->
15,59
13,20
Dando una re1aci6n de 0,846 aproximando: 0,85, 10 que
'
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corobora los resultlados anteriores de Brix¡
referir tanto al brix como al contenido de
compara los jugos.
asi se puede
sacarosa prar
'.
".
Figura 8: las pédidas por inversi6n de sacarosa se
calculan con la f6rmula de Cloninger (indicada anteriormente).
Los valores varian desde -0,2 hasta 2,5 Kg de azúcar/ Tonelada
de caña¡ con un promedio de 1,02 Kg azúcar/ Tonelada de caña.
Eso tambien coincide con el factor generalmente aceptado tanto
en los ingenios como en la literatura. Esta perdida de azucar
resulta de varios aspectos como inversion, degradacion
quimica, condiciones operativas y, por parte, de la actividad
microbiana.
Figura 9, el tiempo de permanencia de caña es muy
variable¡ va desde 44,74 horas minimo hasta 89,51 horas con un
valor promedio de 63,24 horas. Se recomienda generalmente no
rebasar las 50 horas, para evitar un aumento en las pérdidas
por inversi6n de sacarosa. Tratemos de corelacionar la perdida
de azucar, contenido de sacarosa y Brix con este tiempo de
espera tanto en el campo como en el ingenio, pero los
coeficientes de corelacion no son significativos.
Figura 10 a 12. Tampoco fueron significativos los
coeficientes de corelaci6n entre el numero de microorganismos y
el contenido de azucares, aun que si, parece que exista una
tendencia negativa entre el numero de microorganismos y el
contenido de sacarosa o Brix. Es decer que más microorganismos
hay en los jugos, menos sacarosa hay en los mismos. Pero como
el contenido de microorganismos no es el unico factor que
interviene en la perdida de azucar, el factor de correlacion no
es corecto. Entonces no se puede esperar recuperar todo el
azucar perdido con la sola inhibici6n de la actividad
microbiana.
Se ha observado que los dias 22 de Julio y 10 de Agosto,
el alto numero de bacterias coincide con los tiempos mas largos
de permanencia de la caña en campo y patio.
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Figura 10: Perdidas de sacarosa en relacion con el tiempo de espera en campo
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7. CONCLUSrON
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La tab1e 7 presenta los datos de manera resumida:
TABLA 7 : Numero de Bacteria por m1 de jugo de caña
Ti po de Microt1ora JU20 de 12 Extr. JU20 Diluido (10,85) % Aumento
Microflora Mesofilica Total 1 95e+6 221 e+6 13 00%
Microflora Lactíca (Lactobacillus' 1 61 e+6 2,22e+6 3780%
Microflora Lactica (Leuconostocl 1 67e+6 2,10e+6 25 70%
Levaduras mesofilícas 1 36e+6 1 53e+6 12 50%
Con respecto al contenido y desarrollo de las bacterias
en los jugos de caña, los resultados obtenidos nos permitieron
apreciar el rango de variabilidad, y calcular un promedio de
las poblaciones contenidas en los jugos. La tabla x nos
presenta los resultados del promedio de cada tipo de microf10ra
en jugos de primera extracicion y el nivel de crecimiento
durante la etapa de la molienda. Particularmente, se puede
observar que el ni ve1 global promedio de la contaminacion
natural es cerca de 2. 10 6 ce1u1as/m1 de jugo.
El nivel de esta microf10ra natura1se multiplica por un
factor de 13% en la etapa de la molienda. Las levaduras se
multiplican a un nivel similar de 12.5% y son presentes en un
porcentage bastante importante.
La microf10ra 1actica global es la mas activas con un
crecimiento de 37,8%. Finalmente las bacterias de tipo
Leuconostoc tienen un nivel de mutip1icacion de 25,7% Y
repensentan una gran parte de 1~ microf10ra contaminante. Si se
considera que en este tipo de medio hypersacarosado los
Leuconostoc tienen la capacidad de producir dextranas, se debe
dedicar más atención al desarrollo de esta microf10ra, porque
no solamente provoca perdidas de azucar, sinon tambien causan
daños a los procesos de elaboración del azucaro
,
•
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Una parte inevitable de cualquier actividad humana e
industrial es la obtención de desechos, es así como en la
industria alimenticia se producen cantidades considerables de
subproductos de desecho, los cuales necesitan costosos
tratamientos para poder cumplir con la legislación legal de
residuos. Por este motivo, cualquier método que reduzca el
costo de disposición de residuos, o que incluso genere
ganancias a partir de otros productos obtenidos del efluente,
es de interés económico para la industria. La mayor
contribución a la carga contaminante de la industria
alimenticia es el contenido de carbón orgánico.
Los métodos tradicionales de tratamiento de aguas
residuales están basados en la transformación microbiana de la
materia orgánica por medio aeróbio o anaeróbio, con el objetivo
principal de reducir el contenido de contaminantes y no el
hecho de recuperar algunos recursos contenidos dentro de estos
residuos (azúcares, proteínas, vitaminas y minerales).
Las vinazas son un residuo líquido que se produce
después de la fermentación alcohólica de las mieles finales de
la caña de azúcar, proceso realizado en la mayoría de las
industrias de licores y de alcohol en nuestro medio, Este
líquido es evacuado desde la parte inferior de la columna de
destilación y finalmente es descargado al sistema de drenaje. A
este residuo se le analiza solamente su contenido de alcohol,
para así mantener un control de las cantidades perdidas y
calcular las eficiencias en la destilación.
En nuestro caso, el efluente a tratar son las vinazas,
las cuales poseen un contenido de sólidos del 7-10% y su
disposición (en vista del alto DEO y el volumen a manejar: 13
litros de vinazas se producen por cada litro de etanol ) puede
traer muy serios problemas. Es evidente que la utilización
eficiente de estas vinazas tiene gran importancia en los costos
finalés de producción de alcohol.
En pequeñas destilerías rodeadas por cultivos de caña de
azúcar se ha vuelto práctica común bombear estos efluentes al
cultivo de caña como fertilizante. Esta práctica se vuelve más
difícil para grandes destilerías, especialmente si éstas
vinazas tienen un alto nivel de DEO, de cerca de 40-50.000 ppm
y con un contenido de materia orgánica de cerca de 7.5 gr/mL .
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Una destilería que produce 2500 Hectolitros de alcohol por día
debe manejar 3250 toneladas de vinazas diarias, representando
una carga alta de polución.
Por esto, la utilización de los residuos de un proceso
primario como materia bruta en un proceso secundario podría
tener un doble efecto :
a. La producción de un producto secundario el cual puede ser
vendido o reciclado al proceso primario.
b. La reducción de los costos totales de la disposición de
residuos debido a la disminución de la carga contaminante del
efluente.
'o'
.
.
El presente trabajo pretende contribuir
soluciones a estos puntos, mediante el uso de las
la producción de una sustancia útil, como 10
láctico, y que contribuya en la disminución
contaminante de estos efluentes.
. 1 . OBJETIVOS
1 . 1 OBJETIVOS GENERALES
con algunas
vinazas para
es el ácido
de la carga
Estudiar la factibilidad de la obtención de un producto
secundario, tal como el ácido láctico, mediante el tratamiento
de las aguas residuales que se obtienen después de
fermentaciones alcohólicas de mieles finales de caña de azúcar
(vinazas) usando un microorganismo homofermentativo y las
condiciones óptimas de trabajo, tales como concentración o
dilución de las vinazas, temperatura, pH, clases de
microorganismos, etc., para así obtener un mayor rendimiento .
. Obtener resultados que sean reproducibles para estudios
posteriores que conlleven a complementar la información acerca
de las fermentaciones 1ácticas.
1,2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Verificar las cifras obtenidas de la literatura sobre
la producción de ácido láctico a partir de las vinazas.
- Seleccionar las cepas más adaptadas a las vinazas y
las mejores condiciones a las que se obtienen el mayor
rendimi en t o ,
Estudiar, definir y establecer las variables que
"
'0
·..
·
,
·
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intervienen en el proceso de fermentación láctica.
- Estudiar la proporción óptima de vinaza concentrada a
utilizar para un mayor rendimiento.
- Estudiar la toxicidad de ciertos componentes (cenizas,
ácidos) .
- Hacer un seguimiento estricto de cómo influyen la
temperatura, el pH y los microorganismos en el medio de cultivo
y por ende en el rendimiento de la producción del ácido
láctico.
- Definir las bases de factibilidad del diseño de un
proceso a nivel pre-industrial para la obtención de ácido
láctico.
2. ANTECEDENTES
Antiguamente se preparaba el ácido láctico de una manera
primitiva, agregando a soluciones azucaradas queso en estado de
descomposición y creta levigada (o también óxido de zinc o
carbonato de zinc) y abandonándolas a sí mismas a una
temperatura de 35 50 oC. Según otra receta antigua, se
utilizaba el suero extraído por filtración de leche agria, se
agregaba más azúcar de leche y óxido de zinc y se dejaba
fermentar a 25 - 35 oC.
El lactato de zinc que se formaba se descomponía,
después de su cristalización, por medio de ácido sulfhídrico.
Como es natural, el rendimiento obtenido con estos
procedimientos era malo; con mucha frecuencia se obtenía más
ácido butírico que láctico, juntamente con ácido acético,
alcohol, etc. (ULLMANN)
El ácido láctico es un producto que se puede obtener por
fermentación del azúcar, mediante la intervención de un grupo
de microorganismos llamados fermentos lácticos.
El ácido láctico fue identificado por Scheele en 1780 en
la leche agria y por esto recibió el nombre que lleva. Durante
largo tiempq se creyó que la caseína era en la leche la causa
de su acidificación hasta que Pasteur en 1857 descubrió que la
formación del ácido láctico era debida a bacterias.
Los químicos franceses Thenard, Fourcroy y Vauquelin y
Bouillon-Lagrange negaron que el ácido láctico de Sheelee era
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un solo componente; ellos postularon que el ácido era ácido
acético combinado con un material animal. Otro químico suizo,
Berzelius, repitió el experimento de Scheele y concluyó que el
ácido láctico era un solo componente. El también encontró ácido
láctico en leche fresca, en la sangre y en otros líquidos
animales. El ácido láctico fue redescubierto por el químico
frances Braconnot y poco después, un químico alemán proveyó la
identidad del ácido de Scheele. En 1839, Fremy produjo ácido
láctico por la fermentación de carbohidratos tales como la
sucrosa, lactosa, manitol y la dextrina.
Su producción por fermentación fue descubierta por
Blondeau en 1847. Schul tze (1868) demostró la presencia de
bacterias de ácido láctico en cultivos de levadura en
destilerías. Pero no fue sino hasta el año 1877 que una
bacteria del ácido láctico fuera aislada en cul ti vo puro;
Lister había aislado el Streptococcus lactis. Durante este
mismo período, Delbruck estubo tratando de determinar la
temperatura más favorable para la fermentación del ácido
láctico en las destilerías. El concluyó que a relati vamente
altas temperaturas se favorecen altos rendimientos de ácido
láctico.
La producción comercial del ácido láctico empezó
probablemente en 1881 cuando O. E. Avery en Littleton,
Massachusetts, trató, sin éxi to, de reemplazar la crema de
tartar por ácido láctico en el polvo para hornear.
La producción mundial de ácido láctico se incrementó
lentamente, con Alemania a la cabeza, y después de 1930 el uso
industrial principal del ácido láctico fue en la industria del
cuero.
Sin embargo, sus buenas propiedades como solvente, su
facilidad de polimerizar y la alta solubilidad de la mayoría de
sus sales, son ventajas las cuales fueron progresivamente
utilizadas en la industria alimenticia, farmacéutica y
plástica.
Estudios sobre fermentaciones para la producción de
ácido láctico se iniciaron a comienzos del siglo xx. En 1938,
H. Papineu Coutore presentó una visión general y descripción
del proceso de prepración del ácido láctico por fermentación.
Posteriormente en 1939 fué estudiada la fermentación industrial
para producir ácido láctico y su probable futuro en la
agricultura y la industria química de sintéticos (37);
finalmente, en 1940 C. Pan, W. H. Peterson, y Marvin J. Jhonson
realizaron un estudio muy importante sobre la aceleración del
proceso de fermentación para la producción de ácido láctico por
sustancias termolábiles (24).
i
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Posteriormente se pas6 a estudiar las fermentaciones
lácticas continuas, cuyas experiencias fueron realizadas por T.
B. vick Roy et al. [17]
Recientemente se han realizado estudios por K. P.
Tiwari, S. P. Singh y A. Pandey, en 1978, que tratan sobre la
influencia de las vitaminas, sustancias éstas que estimulan la
fermentaci6n por lactobacilos. [15J
S.Steross y Y.Linko encontraron que utilizando
lactobacilos inmovilizados en reactores batch con
recirculaci6n, teniendo como sustrato glucosa se alcanzan los
rendimientos máximos al adicionar levadura. [14J
3.IMPORTANCIA y JUSTIFICACION
Pese a Colombia ser un país conocido en el mercado
exterior como exportador de una gama de diferentes productos,
es necesario a veces, por la gran demanda. interna, la
importaci 6n de algunos productos. Tal es el caso del ácido
láctico, cuya demanda para el año 1989 fue de 33739 kg y para
el año 1990 se duplic6 casi la importaci6n a 65056 kg.
El ácido láctico posee un amplio rango de aplicaci6n,
como lo son los campos de la industria alimenticia, la
farmacéutica, la de textiles y la de tintas.
Debido a la gran cantidad de vinazas que resultan de" las
fermentaciones alcoh6licas y a la gran carga contaminante que
éstas poseen, es necesario la depuraci6n de dichas vinazas para
la obtenci6n de cargas contaminantes permisibles que cumplan
con las normas exigidas por el gobierno.
La utilizaci6n de microorganismos homofermentativos para
el tratamiento de estas vinazas, además de disminuir la carga
contaminante, proporciona la obtenci6n de un producto
secundario útil, como es el caso del ácido láctico, metano,
acetona, butanol, etc., los cuales contribuyen con una ganancia
extra al proceso principal. Este procedimiento a nivel
industrial es una generaci6n de empleo.
Poco a poco la utilizaci6n de microorganismos para las
conversiones va tomando auge en nuestro país, demostrando así
que la biotecnología va en creciente desarrollo .
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4. REVISION TEORICA
4 r 1 VINAZAS r ASPECTOS GENERALES
El problema de las vinazas
Como se conoce, las vinazas representan un grave
problema de contaminaci6n ambiental, considerando sus grandes
volúmenes ( 1 Lt de alcohol genera entre 15 y 2 lts de vinaza
). La producci6n de ácido láctico puede ser una buena
oportunidad de generar ganancias adicionales para las
insdutrias. Las vinazas son el causante del 70% de la
contaminaci6n ocasionada por las industrias de licores; tienen
un pH que varia entre 3.7 Y 4.5 ; temperatura entre 60 y 80°C,
posee ácido sulfúrico libre que lo hacen altamente corrosivo,
elevados valores de DQO y DBO; debido a esto, al ser
descargado directamente en los rios se convierte en un agente
contaminante de grandes efectos nocivos en la flora y fauna
acuática. Los mayores inconvenientes y problemas cuasados por
las vinazas son:
- Elevado DBO causa toxicidad en animales acuáticos,
matandolos por asfixia.
- Disminuye la microflora y microfauna que forman el
plantoon de los rios.
- Provoca la propagaci6n de la malaria y enfermedades
debido al aumento de la poblaci6n de insectos nocivos.
Causa de olores fétidos provocados por la
descomposici6n y putrefacci6n de materia orgánica.
- Resiste a cualquier tipo de tratamiento empleado para
otros residuos industriales.
- Debido a la temperatura de descargo ( 60 - 80 Oc )
provoca efectos nocivos por conta minaci6n térmica
c)- Composici6n de las vinazas
La composici6n química de la vinaza depende de cuatro
factores: naturaleza y composici6n de la vinaza, naturaleza y
composici6n del mosto, naturaleza y composici6n del vino y tipo
de trabajo realizado por las columnas de destilaci6n.
La tabla No. 3 nos muestra cuatro caracterizaciones de
vinaza en diferentes países, incluyendo Colombia.
. ,
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En general, se puede evidenciar que se trata de un
material que contiene más del 93% de agua; siendo que el 74.8%
de los constituyentes sólidos que la componen son sustancias
orgánicas, consecuentemente se puede definir como un residuo
líquido orgánico. De sus constituyentes minerales el 25.15% son
sólidos, de los cuales el 63.47% corresponden al potasio.
Las siguientes son algunas caracterizaciones de
las vinazas realizadas en diferentes fechas: de acuerdo a
Underkof1er y Hickey, la composición de las vinazas secas es
aproximadamente como sigue [91:
DQO promedio VINAZA MELAZA :
DQO promedi o VINAZA DE HTM
75 - 80.000 mgll
: 4 O - 45. OOO mg11
TABLA #3 CARACTERISTICAS DE LAS VINAZAS
•
..
·
·
ITEM* ORIGEN
(rng/L) CUBA BRASil.. ARGENTINA COWMBIA
DQO* 67258 31350 80000 78055
DB05* - 17070 - 30257
pH 4.5 3.73 4.6-5.1 4.0
Acidos Volátiles * 410 3100 - -
Calcio * 2033 - - 995
Magnesio * 1209 - - 145.43
Fósforo * 268 100 400 665.00
Nitrógeno 1100 410 2500 -
Potasio * - 1470 - 8333.00
Sólidos Totales * - 25200 90000 77.949
Sólidos Volátiles * - 19300 70000 58.634
* Base: 50000 LId Etanol.
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TABLA #6 CARACTERIZACION DE LAS VINAZAS (Sucromiles)
PARAMETRO UNIDAD VALOR PARAMETRO UNIDAD VALOR
DQOt mg/L 70000 Fósforo mg/L 32
DQOs mg/L 58000 P04 mg/L 100
DB05 mg/L 26450 Cobre mg/L 1.0
SST mg/L 13000 Zinc mg/L 8.0
SSV mg/L 10000 Hierro mg/L 21
Azúcar %p/v 0.8 Sodio mg/L 186
Alcohol %v/v 0.2 Potasio mg/L 5000
Densidad g/rnL 1.0 Calcio mg/L 316
pH 4.3 Magnesio mg/L 860
Temperatura oC 96 Manganeso mg/L 3.7
Nitrógeno mg/L 633 Plomo mg/L 0.7
Materia mineral 29.0%
Azúcares ( reductores) 11.0%
Proteínas 9.0%
Acidos Volátiles 1.5%
Gomas 21.0%
Ac. Láctico combinado 4.5%
Otros ac. orgánicos 1.5%
Glicerol 5.5%
Lignina, cuerpos fenólicos 17.0%
Posibles usos y/o tratamientos de vinazas.
Tratamientos fisicoquímicos
Los tratamientos fisicoquimicos son usados como métodos
previos para etapas posteriores tales como evaporación,
biodigestión, recirculación, entre otros.
Los mecanismos para tratamientos de vinazas por
vías fisicoquímicas son variados, al igual que los medios
usados para este efecto. En Brasil, se han llevado a cabo
ensayos en tratamientos de floculación, coagulación y
decantación algunos ya de uso tradicional como etapas
preliminares en actividades industriales de destilerias
principalmente.
.
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Para el caso de la coagulaci6n, se llevaron a cabo
ensayos con cal comercial, bentonita cálcica y s6dica,
polielectrolitos ani6nicos, cloro-sulfato-ferrico, entre otros
arrojando resultados en remoci6n de DQO en el orden del 32%
y 30% con cal y bentonita respectivamente.
Otros estudios usando bentonita y poliacrilamina en
proporciones definidas, como coagulantes han logrado resultados
entre el 90% y el 95% en reducci6n de s6lidos suspendidos entre
un 30% a 35% en DQO.
Otros tratamientos tales como la 6smosis,
ultrafiltraci6n, ultracentrifugaci6n, electrodiálisis, han sido
estudiados de manera limitada debido a sus altos costos.
Electrocoaqulaci6n :
Mediante este proceso se alcanza la desestabilizaci6n de
un sistema coloidal; se puede llevar a cabo mediante dos
métodos dependiendo de la composici6n del electrodo.
a. Con ánodo noble, estos generalmente son fabricados
en platino, plomo y grafito. En este proceso se aprovechan los
iones presentes en el medio activando sus cargas por medio de
los ánodos .
b. Con ánodo soluble, fabricados de materiales metálicos
(Hierro, aluminio, acero) los cuales se disuelven durante el
proceso proporcionando los iones para la formaci6n de
hidroxidos metálicos que sirven como agentes floculantes.
El proceso de electrocoagulaci6n se rige por las leyes
de Faraday: " La cantidad de iones liberados por los electrodos
es directamente proporcional a la intensidad de corriente que
circula a través de ellos, asi la misma cantidad de
electricidad libera el mismo número de equivalentes".
Para realizar la elect6lisis se requiere energia
eléctrica, para producir un diferencial de potencial entre los
electrodos y electrolitos.
Al provocar la desestabilizaci6n de los coloides se
producen una serie de reacciones electrolíticas dando como
producto la formaci6n de complejos que pueden ser desde
hidr6xido-metálicos; los primeros son absorvidos sobre la
superficie formando asi una capa turbia, que posteriormente va
siendo cubierta por el coagulante. La atracci6n electrostática
entre los iones y los productos de la reacci6n electrostática
aumentan la formaci6n de los floculos produciendo la anulaci6n
de las cargas electricas.
Este proceso es factible técnicamente solo en casos en
que la contaminaci6n se deba en gran parte a la presencia de
s6lidos suspendidos ya que las remociones de DQO no sobrepasan
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el 22% Y el porcentaje en términos de color es muy bajo.
Por otra parte, la presencia de contaminantes que no
coagulan y se encuentran en forma de soluciones dificultan su
remoci6n.
ferti-rigaci6n o aplicaci6n de vinazas sobre los suelos
Esta técnica de ferti-irrigaci6n es una de las
soluciones al gran problema de la contaminaci6n producida por
las aguas residuales recogidas en el proceso de obtenci6n de
alcohol. Consiste en extenderlas sobre terrenos cultivados (
Fertilizaci6n ) , con el objeto de depurarlas y a la vez
aportar fertilizantes yagua.
A pesar de la acidez de este desecho, su aplicaci6n al
suelo· produce el desarrollo de la vida microbial del mismo,
llevandolo a un descenso de la acidez, lo que representa un
aumento del pH.
De la misma forma se incrementa la capacidad de
intercvambio cati6nico, principalmente por el aumento de las
concentraciones de K+, Ca+2 y Mg+2.
La distribuci6n de las vinazas se realiza por riego
en surcos requeriendo estaciones de bombeo permanentes, como en
tuberías y canales de distribuci6n . Este método requiere una
topografía adecuada, una perfecta nivelaci6n y la preparaci6n
previa de las vinazas para satisfacer las necesidades del suelo
que se va a irrigar.
Para llevar a cabo esta técnica se deben tener en cuanta
factores como :
- No contaminar la capa subterranea ni el aire.
- No deteriorar los suelos
- La pendiente del terreno debe ser menor al 3% para
evitar un lavado del mismo y no una buena fertilizaci6n.
- Pr6ximidad de la destilería al sitio de esparcimiento
- Conocimiento previo del tipo del suelo
El mal uso de vinazas como fertilizantes puede provocar
inconvenientes como:
- Malos olores a que el efluente puede tener altos
contenidos de sulfatos que endes composici6n generan ácido
sulfúrico.
- Variaciones del pH, debido a la formaci6n, desarrollo
y crecimiento de la poblaci6n de microorganismos mostrandose
"
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inicialmente un pH bajo y un posterior aumento de este.
- En estudios realizados en Brazil por el Dr. Jaime
Rocha de Almeida se concluye que el esparcimiento de este
desecho provoca un aumento en el rendimi ento del cul ti vo de
caña de azucar por hectarea, pero una disminuci6n de su
riqueza azucarera.
La irrigaci6n frecuente y sin control provoca
putrefacci6n del suelo y proliferaci6n de mosquitos.
- Se recomienda espaciar al máximo una vez cada tres
años, debido a los factores nocivos por superfertilizaci6n
salina.
Recirculaci6n
Este método consiste en la recirculaci6n de las vinazas
a la cuba de fermentaci6n, la implantaci6n de este tipo de
tratamientos no requiere mayores modificaciones en los
circuitos de fermentaci6n lo cual puede facilitar su uso. Este
tipo de tratamientos soluciona en pequeña cantidad los
problemas provocados por la industria destilera.
Este método presenta las siguientes ventajas tales como
- Disminuci6n en costos de tratamientos de agua por
cuanto disminuye el agua de dilución de las melazas para su
tratamiento de fermentaci6n.
- Proporciona buena parte de los nutrientes requeridos
por la levadura, debido a que incluye la recirculaci6n de
componentes del medio fermentativo y de materiales adicionados
durante el proceso.
Disminuci6n de volúmenes de ácidos sulfúrico y
clorohídrico pues ayuda a ajustar el pH en el medio.
- Disminuye costos energéticos durante la diluci6n de la
melaza, ya que son recirculados inmediatamente después de la
destilaci6n a una temperatura de 87° e aproximadamente.
Pero su desarrollo e implementaci6n a nivel industrial
requiere del conocimiento de diversos factores tales como
materia prima, tipo proceso empleado, condiciones de operaci6n
, tipo de levadura usada, entre otros; pués se pueden producir
efectos secundari os y nega ti vos en el proceso fermen ta ti vo.
Por ejemplo, la recirculaci6n de vinazas incluye la
presencia de sustancias formadas durante la fermentaci6n y
destilaci6n al igual que la recirculaci6n de materiales
adicionados posteriormente en el proceso, los cuales influyen
en la formaci6n y/o recuperaci6n del producto, existiendo asi,
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la posibilidad de aumento del número y concentraci6n de
sustancias inhibidoras provenientes de la recirculaci6n. Estos
efectos inhibidores pueden ser debidos a :
Inhibicion por componentes del alimento : Puede limitar
la producti vidad y restringir el proceso incrementando los
requerimientos energéticos para regular la concentraci6n i6nica
interna en niveles no t6xicos.
Inhibición iónicas : Las levaduras requieren un número
de iones inorgánicos en concentraciones apropiadas para
su crecimiento y fermentaci6n 6ptimos, Un desbalance en la
nutrici6n i6nica produce alteraciones tanto enzimáticas como
morfo16gicas las cuales determinan la respuesta de las
levaduras.
Inhibición por subproductos en la vinaza : La formaci6n
de subproductos en la fermentaci6n eta6nica como son el
glicerol; 2-3 butanodiol; ácido acético, etc, se ve
incrementada durante la recirculaci6n de las vinazas. Ejemplos
- Efectos del ácido acético su inhibici6n sobre la
levadura es detectable en concentraciones del 1 gil, por la
cual parece ser el más significativo.
El glicerol puede afectar las levaduras en
concentraciones altas, Otro tipo de efecto nocivo producido por
la recirculaci6n de vinazas es el aumento de la presi6n
osm6tica debido al aumento en la concentraci6n de s61idos, el
cual retarda la excreci6n del alcohol desde las células de la
levadura provocando una disminuci6n del procentaje final del
alcohol a medida que aumenta el porcentaje de recirculaci6n.
La implantaci6n de tratamientos alternos es importante
ya que el porcentaje recirculado de vinazas debe estar entre
el 10% y el 40% del agua de diluci6n, sin embargo, no se
presentan estudios profundos al respecto.
Pese a ser un sistema atractivo por sus bajos costos y
sus ventajas, su estudio e informaci6n- es muy limitada y es un
método de uso parcial, el cual no elimina el probl ema de
contaminaci6n debido al porcentaje de recirculaci6n es
limitado.
Producci6n de Acido Láctico.
Este ácido proviene principalmente de la fermentaci6n de
materias primas ricas en carbohidratos ( glucosa, hexosa,
maltosa, etc.) por acci6n de micro-organismos, entre los cuales
se destaca la bacteria "Lactobacilus delbruckii",
'.
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I~NALISIS de 8P8RTUNIDADES de TRATAMIENTOS de YI~AZ~S q 1~~o~:h~'O~~:Om I
Fermentación Fermentación Fermentación Fermentación Fermentación
Unidad:70,OOO m3la ACETONA+BUTANOL' ETHANOL ACIDO LACTICO GAS METANO PROTEINAS (SCP
(252 Tala) (840 Tala) (850 Tala) (1470 Tala) (500,000 m3/a) (840 Tala)
Costos Anuales Operación:
(a) (b)· (a) (b) "(a) (b) (a) (b) (a) (b)
Materiales (vinazas) -770 O -770 O -770 O -770 O -770 O
Utilidades 588 588 931 931 784 784 35 35 858 858
Maniobra 72 72 72 72 58 58 10 10 48 48
Varios 29 29 29 29 35 35 3 3 181 181
Costos Totales: -81 689 262 1032 106 876 -723 47 317 1087
Ventadeproducto(l): 353 353 210 210 882 882 78 78 319 31~.;
Ingreso: 434 -336 -52 -822 776 6 801 31 3 -76",
Venta de producto(2): 1058 1058 425 425 2940 2940 80 80 336 336
Ingreso: 1139 705 163 -607 2834 2058·· 803 33 19 -431
Resultado: ** **** *
I (a): 90% eliminacion de DQO; valor = -11 US $/ m3 vinazas (futuro) ¡PrecIos (Rockev. 1~HH) PreCIOS actualizados
! (b): situa~i6n actual; valor de las vinazas =O US $/ m3 * cetona ~ I~.'a 1200 US $fra
i (1) : Prec!os subev~luados 1988; segun J. Rockey el al. ;1988 ( ) utano a 900 I ~. 'l'a
(2) : .Preclos ;~ctuahzados tllano a )00 1J: 3 Ta
P:eclos en ",!des de D?lIares . cido ",actico a..lOOO S ¡Ira
( ): ~lternallve strale~les for th~ tre8:tment of food pr?C.essmg waste wa- as Metano (.) Jo) l m) U.~O l 3 1113
ters.m Developments In food mIcrobiO". vol4, Ed EIslvler, pp. 187-221. rotema (~LP) ~(l,. 'la 4UO U ~ Ta
ACETONA ETANOL GAS ACIDO PROTEINAS
BUTANOL METANO LACTICO (SCP)1-RESULTADO A - 336 -822 -767( sin impuestos)
RESULTADO A :~ ,}<~ ,':.;:;.:, 't:::\:',;{ -52
( con impuestos)
RESULTADO B _
-607
( sin impuestos)
RESULTADO B
(c::onim,euestos)~~
*** *** ***
Unidad de 70.000 m3 de vinazas anual
Ref. Rockey et al. (1988)
Precios en Miles de US $
...
A: Datos 1988
8: Datos actualizados 1992
..
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Su utilizaci6n en diferentes industrias ( Alimenticia,
plástica, médica, cosmética, etc) hace de este ácido una
alternativa de interés tomando en cuenta la situaci6n actual de
la gran demanda nacional ( 50 Ton/a), la cual es cubierta
actualmente por las importaciones realizadas desde Brazil,
Alemania y Estados Unidos principalmente.
Estudios realizados recientemente en Inglaterra ( ref,
Rockey) arrojan resultados positivos acerca de las
posibilidades de valorizaci6n de las vinazas de destilerias ;
otras investigaciones realizadas bajo el auspicio de la
Corporaci6n Andina de Fomento (CAF) indica que este ácido
presenta grandes oportunidades de producci6n en los paises
andinos, y particularmente en Colombia.
Debido al contenido en azucares y carbohidratos no
metabolizados durante el proceso de obtenci6n del alcohol, las
vinazas se convierten en una fuente de metabolitos aptos para
la producci6n de ácido lático Mediante el uso de
"Lactobacilus delbruckii" y bajo condiciones adecuadas de
fermentaci6n los carbohidratos se convierten en ácido láctico
mediante la siguiente reacci6n.
C6 H1206 -----> CH3-CO-COOH -----------> CH3-CHOH-COOH
GLUCOSA
CARBOIDDRATOS
ACIDO PIRUVICO ACIDO LACTICO
Las condiciones adecuadas para el uso del "Lactobacilos
Delbruckii" durante el proceso fermentativo son:
- Concentracion de azucar (Carbohidratos); 10 - 12%
- pH 6. O ( 6.3 para máxima velocidad de fermentaci6n,
5,7 máxima producci6n de ácido láctico),
- Temperatura : 45 - 50°C
El proceso general para la producci6n del ácido láctico
a partir de vinazas consiste en la adici6n de las melazas
hasta el procentaje adecuado ( 10 - 12%) ; seguido de la
estandarizaci6n de la mezcla durante 30 minutos y el
calentamiento hasta 50°C donde se aju~.ta el pH a 6, O con
carbonatos de Calcio ( clarificaci6n' / floculaci6n para
eliminaci6n del potasio y otros minerales ) se inocula la
mezcla con un 5% de cultivo de la bacteria manteniendo la
temperatura constante.
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El proceso de obtenci6n se muestra esquemáticamente a
continuaci6n :
Los resultados obtenidos por recientes estudios arrojan
datos alentadores acerca de este nuevo tratamiento y debido a
las necesidades actuales de consumo de éste producto .
Tratamientos Bio16gicos : Según la necesidad de oxigeno
que presenten los microorganismos para la descomposici6n de la
matéria orgánica, se tienen dos formas para llevar a cabo esta
degradaci6n.
Tratamiento Aer6bios : La materia orgánica es oxidada
por microorganismos aer6bios que utilizan al oxigeno como
fuente de electrones desprendidos por la descomposici6n de la
materia orgánica . Este proceso aer6bico se puede realizar en
lagunas de oxidaci6n aireadas ya sea natural o artificialmente.
Tratamiento Anaer6bicos: Es aquel proceso donde se
degrada la materia orgánica por acci6n de grupos microbianos en
ambientes, sin oxígeno, obteniendose por reacci6n productos
como biogas que en su descomposici6n presenta CH4, C02 y un
poco de H2, Na, NH3 y H2S.
En la digesti6n anaer6bia la energía contenida en los
compuestos orgánicos queda en su mayor parte en el gas
metano.
CARACTERISTICAS DE PROCESOS AEROBICO y ANAEROBICO
AEROBICO ANAEROBICO
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- Facilidad de operación :- Arranque lento y delicado del-'proceso
En los estudios realizados por el grupo de biotécno10gía en la
Universidad Nacional para la descontaminaci6n producida por las
·
·.
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vinazas, empleando un filtro anaer6bico en
licores de Cundinamarca. Se encontraron
resultados:
la empresa de
los siguintes
.
.
. .
I •
- Los intervalos de pH afluente 6,5 - 8 y efluente de 7
indicando la capacidad bufferdel sistema.
- El tiempo de retenci6n hidráulico ( T.R.H.) varia
entre 12 y 2 dias presentando el mayor número de ensayos entre
2,5 y 4 dias.
- La producci6n de biogas varia entre O, 069 y O, 633
m3/kgde DQO aunque la mayor parte se mantuvo en el intervalo
de 0,2 a 0,3 m3/kg DQO removido.
Para valores altos de DQO en los efluentes, el
comportamiento entre el porcentaje de remoci6n y el tiempo de
remoci6n hidráulico ( T.R.H ) son directamente proporcionales.
- No se puede trabajar con cargas orgánicas volumétircas
muy al tas debido a que el procentaje de remoci6n disminuye
notablemente.
- La carga volumétrica (1) máxima aplicable varia entre
12 y 14 kg de DQO/m3 día; si se sobrepasa de este valor, se
detectan incrementos notables de acidez y poca producci6n de
biogas .
CV ( Carga Volumétrica) = DQO ( Demanda química de oxigeno)
TRH (Tiempo de retenimiento hidráulico)
- Para lograr un buen rendimiento del tratamiento de
vinazas es necesario llevar acabo una etapa de presedimentaci6n
de estas, debido al taponamiento presentado en los ductos que
conecta el filtro con la bomba.
- En lo posible ( si el equipo lo permite ) no se deben
modificar simul táneamente las condiciones de operaci6n (DQO,
afluentes, TRH, flujo de alimentaci6n ) pues se produce una
desestabilizaci6n del sistema. Esto implica más costos porque
un operario deberla estar vigilando el sistema con una previa
capacitaci6n en manejo de filtros.
- Uno de los objetivos de este estudio era analizar cual
carga para filtro presentaba la mejor descomposici6n para
obtener gran cantidad de biogas. En todos los fil tros se
observ6 que la producci6n de biogas es inversamente
proporcional a la carga, de tal forma hay que diluir las vinaza
para óbtener el mejor rendimiento.
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4,2 ACIDO LACTICO
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El ácido láctico (ácido 2 hidroxipropiónico, a-
hidroxipropi6nico) es el más simple ácido hidr6xido conteniendo
un átomo de carb6n asimétrico, existente en dos formas
6pticamente activas un is6mero de configuraci6n L(+) que es el
metabolizado por el organismo humano y un is6mero de
configuraci6n D (-) que no es metabolizado y que cuando se
acumula provoca hiperacidez de la orina por una decalcificaci6n
y una modificaci6n racémica constituida por fracciones
equimolares de las formas L(+) y D(-), todas solubles en agua.
Este ácido está ampliamente distribuído en la
naturaleza. Es un constituyente primario del suero de la leche
y un constituyente normal en la sangre y tejidos de los
músculos de los animales. El ácido láctico es uno de los
principales acidulantes en alimentos y productos para beber. Es
también usado en el curtido de cueros.
LoS ésteres del ácido láctico son útiles como lacas
sol ventes y pequeñas cantidades son usadas directamente en
plásticos.
El ácido láctico entra al campo farmacéutico como
lactato de calcio y otras sales como lactatos de sodio y
potasio, que son higrosc6picos, han sido utilizadas como
sustituto del glicerol.
Muchos de los recientes estudios van encaminados a
fen6menos fisio16gicos, así como aspectos de la química del
ácido láctico y la transformaci6n de carbohidratos, a través
del ácido láctico como intermedio, en productos industriales,
incluyendo intermedios químicos, solventes, plastificantes y
resinas. El ácido láctico es un compuesto importante en
bioquímica; la energía necesaria para· la acci6n muscular
aparece normalmente suministrada por la conversi6n de glic6geno
a través de una serie complicada de reacciones, en ácido
láctico racémico. [4J
El ácido láctico posee tres formas de presentaci6n
* Comercial Con impurezas, color acaramelado 55 - 60 % o
también 45 - 50 % de pureza.
* Comestible : 45 - 50 %, transparente y claro pero con un
ligero tinte acaramelado.
* Productos químicos : Incoloro con una concentraci6n de 80 -
85 %
Es corrosivo por lo cual se utiliza níquel o aleaciones de
acero con un porcentaje alto de níquel y cromo para su manejo.
.
'.
".
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4,2,1 Prooiedades[91
El ácido láctico es incoloro, inodoro, miscible en todas
proporciones en agua, alcohol, acetona y éter, pero insoluble
en cloroformo. Es un ácido débil (K=1.38E -4). Es sumamente
higr6scopico y delicuescente. Con un reposo prolongado, o más
rápidamente calentándolo a 140 oC, se convierte en su anhídrido
(ácido lactílico).
Fórmula C3H6ü3
Peso Molecular 90.08
Indice de refracción 1.4414
Pto de Fusión D(+) y L(+): 52.8 a 54°C
DL (según composición):
16.8 a 33 oC.
Punto de ebullición 122 oC
Gravedad especlfica 1,206
Calor de combustión 3616.0 cal/gr
Viscosidad 28.5 cp
Densidad 1.1748 gr/rnl
La mayor parte del ácido láctico se produce
industrialmente mediante las bacterias lác·ticas
homofermentativas u otras parecidas. La reacci6n global en la
producci6n de ácido láctico a partir de glucosa bajo la acci6n
de tales microorganismos es la siguiente:
C6H1206 ---------------------> 2 C3H603
(Glucosa) bacterias lácticas (ácido láctico)
De hecho, tiene lugar en varias etapas, produciéndose,
además, pequeñas cantidades de otras sustancias. Se calcula que
aproximadamente la mi tad del ácido láctico producido por
fermentaci6n es utilizado para fines alimenticios.
4.2.2 Microorganismos emoleados[21. [101
Depende de la materia prima a fermentar. Para la
producci6n de ácido láctico a partir de glucosa, mal tosa o
sacarosa solía emplearse Lactobacillus delbreuckii. Sin
embargo, cada día se tiende más a la utilizaci6n de las
bacterias que producen el agriado de los alimentos enlatados,
tales como Bacillus coagulans.
Para la fabricaci6n de ácido láctico a partir del suero
de la leche se ha seleccionado Lactobacillus bulgaricus. Para
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la producción en aguas sulfitadas del papel se recomienda el
empleo de Lactobacillus pentosus, que fermenta las pentosas, y
cuando se utiliza hidrolizado de maíz, cáscaras de semillas de
algodón y otros materiales, el microorganismo recomendado es
Lactobacillus brevis.
Algunos hongos (por ejemplo Rhizopus oryzae), se han
empleado experimentalmente para producir ácido láctico a partir
de un medio de glucosa y sales.
4.2.3 Producción de ácido láctico
La masa tratada por el calor se mantiene a una
temperatura favorable al desarrollo del microorganismo con que
ha sido inoculada: 45 Oc para Lactobacillus delbreuckii, de 45
a 50 ·c para Lactobacillus bulgaricus y Bacillus coagulans y 30
Oc para Lactobacillus plantarum. El contenido óptimo en azúcar
del medio varía del 5 al 20% dependiendo de la materia prima y
del microorganismo, Se mantienen condiciones anaerobias y pH
ligeramente ácido, neutralizándose el ácido láctico formado
mediante la adición periódica de hidróxido o carbonato cálcico,
El lactato cálcico se puede hacer precipitar como tal, o se
convierte en ácido láctico mediante la adición de ácido
sulfúrico. El ácido láctico que se emplea en alimentación debe
estar mucho más purificado que el empleado para uso técnico,
4.2.4 Usosf21. f91
Abarcan un amplio campo en la industria alimenticia,
farmacéutica, de textiles, litografia y de tintas. Se ha
incrementado el uso del ácido láctico de calidad comestible en
productos de repostería, en la cerveza, la mantequilla, el
queso, los dulces, las claras de huevo desecadas, la pectina
líquida, la jalea, extractos saborizantes, encurtidos, bebidas
carbonatadas, sopas, etc.
Se utiliza como intermediario en la industria
farmaceútica, en el tratamiento tópico de verrugas y como
coagulante. Los plásticos biodegradables hechos en poliácidos
lácticos son utilizados para suturar en cirurgia.
En el campo químico es de gran interés para la síntesis
química por ser un ácido no hidroxilado. Se emplea en la
preparación de celofanes y resinas fenolformaldehído y puede
combinarse con alcoholes y ácidos para producir poliésteres; se
aplica en el curtido de pieles y en la industria textil y
también se utiliza en la producción de algunos herbicidas,
fungicidas y pesticidas.
Por sus propiedades ácidas y humectantes es muy
utilizado en la formulación de cosméticos y lociones para la
piel.
Es también considerado como un eficaz bactericida pulverizado
"
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VINAZAS (Concentración, Floculación, Clarificación)
INOCULO ---. FERMENTACION
DECANTACION
CAC03
Malta Germinada
(NH4) HP04
Agua
RESIDUOS
,
. FILTRACION 1_ BIOMASA
EVAPORACION ---+ VAPOR DE
AGUA
Acmo LACTICO TECNICO
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en el aire. Un germicida conteniendo lactato n-dodecilimanina y
salicilato n-dodecilamina se utiliza como desinfectante,
fungicida y como agente a prueba de moho.
En la industria del cuero ha sido usado desde hace mucho
tiempo para desencalar las pieles, para remojar el cuero para
suelas y en el curtido con vegetales. Además tiene uso en
adhesivos, plásticos y resinas, tintas especiales y textiles,
tratamiento de pozos de pétroleo yagua.
Se utiliza en la acidificación de mermeladas, gelatinas,
sorbetes, productos de pastelería, bebidas no alcoh6licas y
otros productos. Se añade a las salmueras utilizadas en la
conservaci6n de los encurtidos, olivas, rábanos picantes y
pescado. Se adiciona a la leche de los niños para hacerla más
digerible. También se utiliza en productos de limpieza por ser
un compuesto no volatill.
Métodos sintéticos de producci6n de ácido láctico.
(i) La reacci6n de sucrosa con 6xido de calcio a al tas
temperaturas (240°C)
(ii) Mon6xido de carbono y acetaldehído cuando reacciona en la
presencia de ácido sulfúrico a 200°C y 900 atmosferas produce
ácido láctico.
(iii) Reacci6n de acetaldeh&ido y ácido hidrocianico.
(iv) Reacci6n de ácido nitroso sobre alanina ( CH3CH(NH2)COOH )
(v) Oxidación de propilen glicol.
(vi) Un proceso para producir ácido láctico sintético de alta
pureza desde lactonitrilo. (H processing)
.
.
4.3. BACTERIAS LACTICAS
4.3.1. ClasificaciÓn
Se conocen distintas clasificaciones de este grupo de
bacterias, unas de índole industrial y otras de acuerdo a
características morfo16gicas y fisio16gicas. Una clasificaci6n
más completa es la derivada por Orla Jensen, cuya divisi6n se
hace según la propiedad de formar o no productos
secundarios. [2]
T- Fermentos lácticos verdaderos sin catalasa.
1. Producen ácido láctico
a. Forma alargada
Género Thermobacterium: Se caracterizan porque se
desarrollan a altas temperaturas (45 55 ·C), no haciéndolo
debajo de 15 ·C. Su forma es como bastoncitos alargados, entre
otros helveticus, jogurti, bulgaricus, delbreuckii,
l. ~
I
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acidophilus, leichmanii, solvarius.
Género streptobacterium : Bastoncitos cortos, en largas
cadenas. Desarrollan bien alrededor de 30 'C y no desarrollan
debajo de 10 ·C, entre otros: plantarum, casei.
b- Formas esféricas.
Género Streptococcus En cadenas largas y cortas o
diplococos, son lactis, cremoris, thermophil us, pyogenes,
liquefaciens, glicerinaceus, mulinaceus, faecium.
2- Producen ácido láctico y otros productos secundarios en
cantidades apreciables.
a- Formas alargadas.
Género Betabacterium : Anaerobios absolutos, se asemejan a una
nyn, entre ellos: fermenti, bucheri, cellobiosus, viridescens.
Género Bifidobacterium : Aerobios, bastoncitos cortos, entre
ellos : caucasicum, brevis, longum.
Género Betacoccus : Muy abundantes en la naturaleza, forman
cadenas muy cortas, entre ellos: arabinnosaceus, bovis,
cremori.
II- Seudo fermentos lácticos con catalasa.
a- Formas alargadas.
Género Microbacterium Gram positivos son
lacticum,mesentericum, floicum.
b- Formas esféricas.
Género Tetracoccus En tre ellos casei, 1 iquefaci ens,
mycodermatis.
TABLA 8 . GENERALIDADES. Bacterias Lacticas[3j
.=B~a~C"'-lct..lie:..:!r"-,~=.·~a,-- ...;:lCo:.lª~r~ª~c:..lotwe"",r=-~=.·~s~tc=i:..llc"-la~_~T....I.(_·...;:lC"-L.) eu 1 t i vo
L. Delbrueckii Homofermentativo 45 Féculas
L. Casei Homofermentativo 30 Suero-Leche
L. Leichmannii Homofermentativo 36 Suero-Leche
L. Bulgaricus Homofermentativo 35 Suero-Leche
Strep. Lactis Aeróbico 30 Suero-Leche
Ac. Producido
D(+) láctico
D(+) láctico
L(-) láctico
Mezcla(D y L)
D(+) láctico
Estas bacterias crecen fácilmente en la superficie de
medios sólidos expuestos al aire, incluso no produciendo
energía a través de la respiración. No poseen citocromos, lo
que se refleja en la ausencia de metabolismo respiratorio
generador de energía. Por tanto, el crecimiento de las
bacterias del ácido láctico es el mismo en presencia de aire
que en anaerobiosis.
Los fermentos lácticos presentan una capacidad de
síntesis extremadamente limitado; todos estos organismos
requieren factores de crecimiento complejos, invariablemente
necesitan vitaminas del grupo B y un número considerable de
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aminoácidos.
Las colonias lácticas son siempre relativamente
pequeñas, no son nunca pigmentadas como consecuencia de la
falta de citocromos; el cultivo tiene un aspecto blanco yesoso
muy caracteristico. El pequeño tamaño de las colonias se debe
principalmente al poco rendimiento del crecimiento,
consecuencia de su metabolismo generador de energia
exclusivamente fermentativo .
. Otro rasgo fisiológico que las caracteriza es su gran
tolerancia al ácido, aunque pueden iniciar su crecimiento en
medios neutros o alcalinos; la mayoria de las formas bacilares
no pueden crecer en medios con pH superior a 6.
Esta capacidad de tolerancia de la acidez, tiene un gran
valor selectivo en la competencia con otras bacterias.
Las bacterias lácticas homofermentativas transforman la
glucosa en ácido láctico. Las heterofermentativas la
transforman en una mezcla de ácido láctico, etanol y dióxido de
carbono. Los distintos productos terminales expresan la
diferencia básica en cuanto a los mecanismos bioquímicos de
degradación del azúcar.
Otra caracteristica útil de las bacterias lácticas desde
el punto de vista taxonómico, es la configuración del ácido
láctico formado. En algunas bacterias, esta relación se lleva a
cabo por una única enzima estereoespecifica, produciendose bien
sea el isómero del ácido láctico L(+) o bien el D(-).
Otras especies poseen dos enzimas de distinta
estereoespecifidad y el producto terminal de la fermentación es
una mezcla racémica de los isómeros D y L.
Como último aspecto para el reconocimiento de esta bacteria es
que son Gram positivas, las cuales con un reactivo de Gram se
colorean a violeta.
4.3.2 Género Lactobacillus
Son bacilos, generalmente largos y delgados, que en la
mayoría de las especies forman cadenas. Son microaerófilos,
aunque existen algunos anaerobios estrictos; catalasa negativos
y Gram positivos, fermentan los azúcares dando ácido láctico
como producto principal.
Los homoEermentativos dan, sobre todo, ácido láctico y
únicamente pequeñas cantidades de ácido actico, C02 e indicios
de otros productos; los heteroEermentativos producen
cantidades apreciables de productos volátiles como alcohol,
además del ácido láctico. Los lactobacilos homofermentativos
presentan temperaturas óptimas de 37'C o incluso superiores y
comprenden especies como L. bulgaricus, L. helveticus, L.
lactis, L. acidophilus, L thermophilus y L delbrueckii. L.
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fermentum es el mejor ejemplo de un lactobacilo
heterofermentativo, que crece bien a las temperaturas más
altas. Los lactobacilos homofermentativos que poseen
temperaturas óptimas menores comprenden L.casei, L. plantarum y
L. leichmanii, mientras que las especies homofermentativas son
L. brevis, L. buchneri, L. pastorianus, L. hilgardii y L.
trichodes. Todas las especies citadas excepto delbreuckii, L.
leichmannii, L. hilgardii, L. trichodes y algunas cepas de L.
brevis son fermentadoras de la lactosa con producción del ácido
lác~ico y, en consecuencia, de inters en la industria láctea .
Son fuentes importantes de lactobacilos las superficies de los
vegetales, el estircol y los productos de lechera.
Los lactobacilos son interesantes en los alimentos por
las siguientes caractersti cas: (1) fermentan los azúcares,
produciendo cantidades considerables de ácido láctico, lo que
permite su empleo en la elaboración de productos fermentados
vegetales y lácteos y en la elaboración industrial del ácido
láctico, pero son perjudiciales para otros productos, por
ejemplo, vino o cerveza; (2) la producción de gas y de otros
productos volátiles por las especies heterofermentativas a
veces perjudica la calidad de algunos alimentos, como el L.
fermentum que crece en el queso suizo o L. hilgardii y L.
trichodes en los vinos; (3) su imposibilidad de sintetizar la
mayoria de las vi taminas que se necesi tan, lo que les impide
crecer bien en alimentos pobres en vitaminas y por esta causa
se utilizan en ensayos para determinar el contenido vitaminico
de los alimentos, y (4) la termoresistencia o propiedades
termodricas de la mayoria de los lactobacilos que crecen bien a
temperaturas altas, lo que les permite sobrevivir a la
pasterización y a otros tratamientos trmicos, como el que se da
a la cuajada en la elaboración de queso suizo y similares.
Especies de lactobacilos diferentes, de las ya citadas se
han encontrado en carnes refrigeradas, aunque slo se ha hecho
referencia de algunos pocos; por ejemplo, L. viridescens que
causa el enverdecimiento de los embutidos y L. salinmandus que
también prolifera en los embutidos. Estos lactobacilos son
excepcionales, en razón a su capacidad de crecer a bajas
temperaturas.
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5.1. PROGRAMA
5. PROGRAMA y METODOLOGIA
El programa global considera los siguientes puntos
5.1.1. Fermentación láctica de las vinazas con varias cepas de
Lactobacillus homolácticos.
5.1.2. Utilización de vinazas concentradas de 1 a 6 veces como
medio de cultivo.
5.1.3. Estudiar la toxicidad de ciertos componentes (cenizas,
ácidos) y observar su influencia en los medios de cultivo y por
ende en las bacterias lácticas.
5.1.4. Precipitación con cal y recuperación de lactato.
5.1.5. Balance del proceso. .. .
5.2. METODO
5.2.1. Fermentación liquida de vinaza.
Se harán varias corridas para conocer el comportamiento de las
bacterias lácticas en diferentes medios para asi escoger las
mejores. Con estas se experimentará utilizando como sustrato la
vinaza en diferentes concentraciones para hallar la mejor, es decir
la que permita un mayor rendimiento. En seguida se iniciará un
escalamiento hasta llegar a nivel de reactor donde se realizaran
pruebas de variación de las condiciones de operación (Temperatura y
pH) partiendo de los rangos obtenidos en la literatura y un estudio
cinético.
5.2.2. Tratamiento de Vinazas
El tratamiento de las vinazas está dividido en tres partes: (1)
Utilización de la vinaza pura. (2) Utilización de la vinaza
diluida. (3) Utilización de la vinaza concentrada, para lo cual se
empleará un evaporador. Se adicionarán aportes (nutrientes) si es
necesario, tal es el caso de aminoácidos y vitaminas que permitan
obtener un medio en el cual se produzca un mayor crecimiento. de las
cepas.
5.2.3. Control de pH
Debe ser llevado un control del pH dentro de cierta flexibilidad
que es permitida, ya que cada organismo tiene un pH de crecimiento
"
.•
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óptimo m~n~mo y máximo.
La mayoría de las especies crecen a pH casi neutro, algunas se ven
favorecidas por una reacción ácida y otras crecen bien en medios
débilmente ácidos o alcalinos.
El salirse de los rangos permisibles influye en el medio de cultivo
y puede ocasionar inactividad o muerte de"los organismos.
Los mismos productos originados por las bacterias son inhibidores.
5.2.4. Análisis de jugos de fermentación con HPLC.
Es necesario hacer análisis de las muestras para tener un
conocimiento del ácido láctico obtenido, así como del azúcar no
convertida para encontrar la eficiencia del proceso y realizar el
balance de materia.
5.2.5. Análisis de cenizas.
Es necesario el conocimiento de la composición de las cenizas para
conocer la carga contaminante, estudiar su toxicidad y como ayuda
para el balance de materia.
5.2.6 EXAMEN DE CONFIRMACION DE LA PRESENCIA DE ACIDO LACTICO .
PRIMER METODO.
El exámen de confirmación se lleva a cabo como sigue:
Prepare 0.01 N de solución de permanganato de potasio.
Adicione esta solución a la muestra, chequee la existencia del olor
a aceta1dehído que puede ser generado por calentamiento.
SEGUNDO METODO
El ácido láctico transforma el color azul oscuro, del reactivo de
Uffelman, (añadiendo 1 gota de disolución de cloruro ferrico a una
disolución de 0.4 gr de feno1 en 500 m1 de agua destilada), en
amarillo.
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6. RESULTADOS y ANALISIS
Con base en los datos obtenidos experimentalmente se presentarán
los correspondientes informes en los cuales se mostrarán los
balances del proceso con el fin de obtener el rendimiento y las
condiciones óptimas de trabajo.
Se han abarcado los siguientes puntos dentro del progama previsto
6.1 .. Cultivo de cepas de colección.
Se cultivaron los microorganismos del cepario de ORSTOM en MRSc.
Se eligieron siete (7) microorganismos del cepario de ORSTOM,
básicamente del género Lactobacillus, los cuales se reportan en la
literatura como los de mejor crecimiento en las vinazas.
Los Lactobacillus en su mayoría de especies son homofermentativos,
pero algunas son heterofermentativas.
Para las bacterias homofermentarivas el principal producto generado
a partir de glucosa es el ácido láctico (>85%). No forman gas (C02)
a partir de glucosa.
Las heterofermentativas producen cerca del 50% de ácido láctico a
partir de glucosa; producen gas carbónico y etanol,' son bacilos
largos.
Las cepas seleccionadas fueron las siguientes
-Lactobacillus brevis
-Lactobacillus amylophilus
-Lactobacillus plantarum
-Lactobacillus plantarum
-Lactobacillus plantarum A6
-Lactobacillus plantarum
-Streptococcus equinus
6.2. Medios de cultivo con vinazas.
DSM 1268.
CNCM 102988T.
Lacto Labo.
Boll.
ABBL A6.
ATCC 14917.
CNCM 103233.
Para la investigación se prepararon los siguientes medios a partir
de vinazas y con algunos otros nutrientes tales como los que
proporciona el MRSc Broth (De Man Rogosa and Sharpe):
I .-, .
.
..
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El MRS es utilizado para el enriquecimiento, o cultivo y
aislamiento de toda especie de Lactobacillus; con la ventaja de que
ofrece favorables condiciones de crecimiento . El medio contiene
sustancias reconocidas como factores especiales de crecimiento para
los Lactobacillus (polysorbato, acetato, magnesio, manganeso), así
como una base rica de nutrientes. Además el MRSc es altamente
selectivo.
Inicialmente se trabajó con cinco tipos de medios de cul tivo de
vinaza en diferentes proporciones.
-Medio A Vinaza diluida al 50% + Agar (15 giL) + MRSc(25gIL)
-Medio B Vinaza pura + Agar
-Medio e Vinaza diluída al 50% + Agar
-Medio D Vinaza diluída al 50% + MRSc (sin glucosa) + Agar
-Medio O MRSc + Agar (medio de control, testigo)
6.3. Selección de las cepas de colección.
Para la selección fueron inoculadas las cepas anteriormente
mencionadas en los diferentes medios de vinaza.
puesto que la vinaza presenta un pH ácido es conveniente
neutralizar hasta aproximadamente un pH de 6 a 7, esto para
facilitar el desarrollo de las bacterias lácticas. La
neutralización se realizó con hidróxido de sodio al 20%.
Una vez realizada la neutralización , los medios de cul tivo se
sometieron a una esterilización en autoclave a 20 psia (110 OC).
Después de la esterilización se obtuvo un precipitado en los medios
el cual presentaba el siguiente orden en magnitud o cantidad
Medio A > Medio B > Medio e > Medio D
De acuerdo con la caracterización de la vinaza, este precipitado
puede ser debido a fosfatos y cationes libres existentes
(K+, ea+2 , . Mg+2)
El paso siguiente fue el de servir los medios en cajas petri usando
una camara de flujo laminar para este fin y una vez listos los
medios de cultivo se procedió a inocular las cepas.
La primera siembra fue en cajas petri utilizando un volúmen de 15
Informe AsocañaIOrs(om, Anexo nº 3 D.27 .
.
m1 de cada medio.
Posteriormente se realizaron varias siembras de las mismas cepas,
pero esta vez en tubos inclinados utilizando un volumen de 7 m1.
Los resultados obtenidos son mostrados en la tabla No. l.
Tabla No. 1
BACTERIAS TIPOS DE MEDIOS
LACTICAS A B C D
L. Bo11 creci6 creci6 creci6 creci6
L. Labo creci6 creci6 no creci6
L. Brevis creci6 no creci6 creci6
A6 .L. P. no no no no .
L. Ami10phi1us no creci6 creci6 creci6
S. Equinus no no no no
El crecimiento de las cepas fue medido de forma cualitativa.
De acuerdo con 10 mostrado en la Tabla No. 1 se seleccionaron
cuatro de las siete cepas.
Lactobacillus Brevis.
El aspecto de la colonia es de color blanco, lisas regularmente,
ligeramente embombadas y de 2 a 3 mm de diámetro. Son bacilos GRAM
+ de pequeño tamaño, a veces en cadenas de 3 a 4 no disociadas.
Poseen un metabolismo heterofermentativo. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 30 oC. No crece a 40 Oc
Lactobacillus Plantarum Boll.
El aspecto de la colonia es lisa, regulares, embombadas de color
crema, de 2 a 3 mm de diámetro. Son pequeños bacilos, GRAM +,
normalmente solos o en parejas. Poseen un metabolismo
homofermentativo. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 a
35 oC.
Lactobacillus
El aspecto de
opacas, de 1 a
es de pequeños
Plantarum Labo.
las colonias es lisa, regulares, de color blanco,
2 mm de diámetro. Son bacterias no m6vi1es, su forma
bastoncitos más o menos cortos, solos o en parejas o
i
"
.
.
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Lactobacillus Amylophilus.
El aspecto de la colonia es translúcido, de 1 mm de diámetro.
Son pequeños bacilos, GRAM +, solos o en cadenas no disociadas. Su
metabolismo es homofermentativo amilolítico. Su temperatura óptima
de crecimiento es de 30 Oc y no crece a 45 oC.
6.4. Aislamiento de cepas naturales.
Para el aislamiento de nuevas cepas se realizó un muestreo en los
canales por donde circula la vinaza. En los bordes de estos canales
se forman unos lodos densos. Se tomaron varias muestras de estos
lodos y, ya después, en el laboratorio, se escogieron para su
utilización cuatro muestras.
De las muestras se realizaron di1usiones hasta de 10- 7 , las cuales
posteriormente fueron sembradas en los diferentes medios de vinazas
(A, E, C, D).
Por observación en los diferentes medios se seleccionaron las que
parecían posibles bacterias lácticasi éstas fueron inoculadas en
MRSc y se utilizó azul de anilina como indicador de la presencia de
ácido.
Las cepas que produjeron una coloración azul intenso dentro del
medio fueron seleccionadas para ser inoculadas en MRS líquido i
hasta el momento se han seleccionado 7 cepas naturales, las cuales
van a ser analizadas en el cromatógrafo HPLC.
6.5. Depotasificación de las vinazas.
Puesto que el potasio es un elemento que en demasiada cantidad no
permite un buen crecimiento de los microorganismos se hace
necesario retirar el exceso.
De acuerdo con la literatura existen varios métodos para retirar el
potasio, entre ellos están los que utilizan ácidos tales como el
clorhídrico o el sulfúrico; los cuales tienen el inconveniente de
disminuir el pH de la vinaza,' lo que representaría gastos
adicionales en la posterior adecuación del pH.
Otra forma es utilizar resinas de intercambio iónico (zeolitas),
con el problema de requerirse cantidades muy grandes para un
proceso a escala industrial, lo cual también representaría altos
costos.
Por lo anterior, el método más adecuado consiste en adicionar
sulfato de amonio ( o el fosfato de amonio ) a la vinaza, el cual,
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al reaccionar con el potasio (K+) presente en la vinaza, genera un
precipitado coloidal ( sulfato de potasio, K2S04 ), que será
retirado como lodos por filtraci6n, utilizables en la producci6n de
compuestos agrícolas.
La utilizaci6n de sulfato de amonio en la depotasificaci6n de la
vinaza, ayudaría también en la proporci6n de nitr6geno a la vinaza,
el cual es un nutriente necesario para el crecimiento y la
reproducci6n de los microorganismos.
6, Caracterizaciones.
La vinaza es considerado un desecho líquido cuya composici6n
química depende de la naturaleza y composici6n de la vinaza,
naturaleza y composici6n del mosto, naturaleza y composici6n del
vino y del tipo de trabajo realizado en las columnas de
destilación.
.
.
Tabla No. 9 VINAZAS
Agua 93.4%
Etanol. 0.1 %
Impurezas 6.5%
En general se puede evidenciar que se trata de un material que
contiene más del 93% de agua; siendo que 74.8% de sus
constituyentes s6lidos que la componen son sustancias orgánicas.
De sus constituyentes minerales (25.15% son s6lidos ) el 63.47%
corresponde al potasio.
De acuerdo con Underkofler y Hickey, la composici6n de las vinazas
secas es aproximadamente como se muestra en la tabla No. 3.
Tabla No. 10
..
.
..
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Materia mineral
Azúcar
Proteínas
Acidos volá tiles
Gomas
Acido láctico combinado
Otros ácidos orgánicos
Glicerol
Ceras, cuerpos fen6licos
p.lO
29.0%
11.0%
9.0%
1.5%
21.0%
4.5%
1.5%
5.5%
17.0%
.,
. .
Según esta referencia, para grandes destilerías, el contenido de
materia orgánica es de cerca de 7.5 g/L.
El aporte de los iones presentes en la vinaza al DQO es 7161,47
mg/l.
En la tabla No. 11 se presenta una caracterización detallada de la
vinaza .
.
..
Tabla No. 11 Caracterizacion de la vinaza
( Sucromiles )
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DQOt mgll 70000
DQOs mgll 58000
DBü5 mgll 26450
SST mgll 13000
SSV mgll 10000
Azúcar %p/v 0.8
Alcohol %v/v 0.2
Densidad gIml 1.0
pH 4.3
Temperatura ce 96
Nitr6geno mgll 633
Fósforo mgll 32
P04 mgll 100
Cobre mgll 1.0
Zinc mgll 8.0
Hierro mgll 21
Sodio mgll 186
Potasio mgll 5000
Calcio mgll 316
Magnesio mgll 860
Manganeso mgll 3.7
Plomo mgll 0.7
Cobalto mgll 0.07
6.7. Análisis de datos
La DE05 es una forma de estimar el oxigeno que una población
microbiana heterogénea requiere en un tiempo y a una temperatura
dadas para oxidar la materia orgánica en una muestra de agua.
La DQO es una estimación de la materia susceptible de ser oxidada
por un oxidante químico fuerte.
De acuerdo con información obtenida, los valores promedios para la
vinaza como medidas de contaminación son mostrados en la tabla No.
12.
.
"
·
·
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Tabla No. 12
DQ) rng!l 68775
DBü5 rng!l 26454
SST rng!l 7569
y para los lodos de levadura:
Tabla No. 13
DQ) rng!l 68775
DBü5 rng!l 26454
DQ) rng!l 68775
El flujo promedio de producci6n de vinaza es de 17.88 m3 /h.
El flujo promedio de lodos de levadura es de 0.312 m3 /h.
- Carga Orgánica (DQO )
( 17.88 "68775 + 0.312 ,. 473877 ) ,. 24/1000 =33.06 tidía
-Carga Orgánica ( DBOs )
( 17.88 ,. 26454 + 0.312 ,. 215350 ) ,. 24/1000 =12.96 t/día
- Carga de s61idos ( SST )
( 17.88" 7569 + 0.312" 290441 ),. 24/1000 =5.42 tldía
- Carga combinada
e e =2 ,. DB05 + DQO + SST
3
e e =2 ,. 12.96 + 33.06 + 5.42 =25.08 t/día
3
(7.1)
·
.,
Al pasar una muestra de vinaza por el cromat6grafo HPLC se obtuvo
el cromatograma mostrado en la fig No. 1
En este cromatograma se observan diferentes picos de los cuales
seis han sido identificados. Estos picos y sus respectivas áreas
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nos dan una idea de qué cantidad de carga orgánica se puede reducir
mediante las bacterias lácticas. Hay otros picos que aparecen en el
cromatograma que no han sido identificados y cuya contribución (
área ) es grande; es el caso de los picos con tiempos de retención
de 5.7, 12.30 y 17.68.
Se deben realizar otras corridas en HPLC en donde la
integración se realice en todo el intervalo de tiempo, para asi
poder ver cuantos picos hay presentes, qué sustancias pueden ser y
conocer el porcentaje de las sustancias de interés (glucosa,
sacarosa yac. láctico) en la carga contaminante total.
También con base en esta información se puede hallar una
DQO teórica y se puede calcular en que cantidad se puede reducir
este valor. Los resultados son mostrados en la tabla No. 13.
Tabla No. 13
mM Sustancia giL PM
5,6 Sacarosa 1,9152 342
1,62 Glucosa 0,2916 180
5,45 Fructosa 0,981 180
27,64 Lactato 2,0454 74
86,42 Acetato 5,1852 60
6,23 Etanol 0,2866 46
--------- ---------
132,96 10,705
El ácido láctico presente es debido a que se han encontrado
dentro de las vinazas cepas lácticas.
De la tabla No. 13, asumiendo que se transforma toda la glucosa en
ácido láctico, tendremos al final una producción total de ácido
láctico de 30.88 mM.
Utilizando el flujo promedio de vinaza de 17.88 m3 1h y
trabajando 360 días al año, se obtendrian aproximadamente 36
toneladas de ácido láctico.
Aplicando la reacción quimica para la transformación de
materia orgánica es posible calcular la DQO .
CxH2yOz + (x+(y-z)/z) 02----> xC02 + yH20 (7.2)
El aporte teórico de la materia orgánica presente a la Demanda
.
..
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Química de Oxígeno de acuerdo con el cromatrograma es mostrado en
la tabla No. 14.
Dicho aporte se calcula teniendo en cuenta las relaciones
estequiométricas siguiendo la ecuación 7.2 para cada compuesto.
Tabla No. 14
.
.
Sacarosa
Glucosa
Fructosa
Ac. Láctico
Acetato
Etanol
DQO
2150,4
311,4
1046,4
2653,4
5530,8
797,4
,,
DQO total 12489,9
La suma de los azúcares presentes según la tabla No. 8 es
3508.2 mg/1.
Observando el valor obtenido de DQO del cromatograma, éste
difiere bastante del valor de DQO promedio y del valor de DEOS
promedio ( haciendo la suposición de que las bacterias degradan
totalmente la materia orgánica determinada ), por 10 que es
necesario investigar qué otras sustancias están aportando a la
DEOS, que es el contenido de materia orgánica.
Según ****
Una aproximación de acuerdo a la informacion de la tabla
No. 8 sobre una posible remoción de carga orgánica se obtendría
sumando los aportes de las sustancias a transformar y a retirar.
DQOretirado =7964.4 rng/l
DB05 retirado = 2964.4 rng/l
La DQO tiene en cuenta la glucosa, el ácido láctico y el potasio
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Segun la figura No 1 los microorganismos que más producen ácido láctico
son en cuanto a ~as cepas naturales las cepas denominadas con el número
"6" y la "14" y en cuanto a las del ceparío las que presentaron mejores
resultados fueron L. 8011, L. Labo y L. Plantarum (ver anexo No 2). .
En la figura número 2 es presentada la producción de ácido láctico de cada
uno de los microorganismos en el medio D.
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FIGURA No. 2 PRODUCCION DE ACIDO LACTICO. MEDIO D
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De acuerdo con la figura No 2 los microorganismos que más producen
ácido láctico en el medio D fueron en cuanto a las cepas naturales las
denominadas con los números "6", "11" Y la "14" y de las del cepario el L.
Delbrueckii, L. Plantarum y el L. Labo.
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8. CONCLUSION.
Según la caracterizaci6n de la vinaza y el cromatograma, la
cantidad de glucosa a transformar es muy pequeña, por 10 tanto se
debe pensar en una fuente adicional de glucosa. Un aporte se
10graria con la inversi6n de la sacarosa presente y mediante la
se1ecci6n de una bacteria ami101ítica que degrade el a1mid6n
posiblemente presente.
Observando la tabla No. 3, posibles compuestos que aportan
a la DQO y a la DB05 y que todavía no han sido reconocidas
pueden ser glicerol, ácido propi6nico, ácido butírico, úrea
(compuesto que es utilizado como nutriente en la fermentación para
la producci6n de alcohol eti1ico) y algunos azúcares tales como
a1mid6n , maltosa y otros azúcares reductores, etc.
La disminuci6n de la toxicidad del medio mediante la
uti1izaci6n de sulfato de amonio para depotasificar la vinaza posee
un alto rendimiento, además de que proporciona nitr6geno al medio,
que es un nutriente esencial para el crecimiento y reproducción de
los microorganismos.
Balance de Materia
mM
Sacarosa 5,6
Glucosa 1,62
Fructosa 5,45
A. Láctico 27,64
Por inversion de la sacarosa. Láctico
mM mM
Láctico 27,64 27,64
Glucosa 7,22 14,44
Fructosa 11,05 22,10
------
64,18 mM
5776,2 mg/1
Láctic Subtot
mM mg/1 mg/1
Sacarosa 22,4 2016, O
Fructosa 10,9 986,0 2997,0
..
.;
.....
t
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Glucosa
Láctico
3,24
27,64
291,6 3288,6
2487,6
5776,2
.
.
i
Turno = 8 h/dia
Flujo de vinaza = 18000 l/h
Lactic Subtot Lactic
kg/h kg/h kg/dia
Sacarosa 36,288 290,304
Fructosa 17,658 53,946 141,264
Glucosa 5,2488 59,194 41,9904
Láctico 44,7768 358,2144
------ -------
103,9716 831, 7728
TIEMPOS DE RETENCION
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2. ANTECEDENTES
El desarrollo de los derivados de la caña de azúcar se ha
incrementado en los últimos años, potenciado por la necesidad de
diversificar la industria del sector, necesidad que a su vez
tiene origen en la independencia que es deseable sobre las alzas
y bajas de un único producto (el azúcar); además las tendencias
alcistas de los precios de los derivados refuerza tal deseo.
El bagazo, subproduc~o, es uno de los derivados de la caña sobre
el que los interesados en la diversificación, tenemos más
expectativas. Entre los usos industriales del bagazo de caña
podemos enumerar :
Como combustible.
Como materia para producir papel.
Como precursor en la obtención de de furfural.
Insumo en la fabricación de tableros de fibra.
Materia prima en la industria alimenticia animal.~,
I
De los anteriores, los
trascendencia en nuestro medio
combustible y su mejoramiento
latitudes del planeta.
dos primeros son los de más
El uso del bagazo de caña como
se ha estudiado en diferentes
El poder calorífico del bagazo es función del contenido de
fibra, sacarosa y humedad que trae cuando sale del tandem de
molinos; de los tres, el contenido de humedad ha sido el
elemento sobre el que más se ha trasegado, buscando reducirlo
para aumentar el poder calorífico del bagazo. Antes de entrar
a las calderas el bagazo tiene un contenido porcentual
aproximado de [7J :
50 - 53 % Humedad
2.5 - 3.0 % Sacarosa
48 - 44 % Fibra
Esta composición porcentual queda definida por las condiciones de
la molienda, los investigadores como ya dijimos han centrado su
atención sobre el contenido de humedad que se ha logrado reducir
hasta un 30 % en peso, implementando un secado antes de la
caldera, aumentando considerablemente el calor obtenido del
bagazo [2J.
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2.1. VALOR CALORIFICO DEL BAGAZO
Se conoce como valor calorífico (V.C.) la cantidad de calor
que puede producirse por la combustión de una unidad de peso
del combustible en consideración.
Se distinguen dos valores caloríficos diferentes [7]:
Valor Calorífico Superior, que es el producido por la
combustión de un kilogramo de combustible, a 273 K Y 1 atmosfera
de presión; todos los productos de la combustión se reducen a
las mismas condiciones. El agua presente en la combustión , asi
como el agua formada por la combustión del hidrógeno se
condensan en consecuencia (por condiciones de temperatura y
presión). El valor calorífico superior se determina en laboratorio
, con la ayuda de calorímetro Mahler.
Valor Calorífico Inferior, tambien definido por otros
autores como valor calorífico neto, este supone por el contrario,
que el agua que se forma en la combustión, asi como el agua
presente en el combustible, permanecen en estado de vapor.
El valor calorífico neto es el que indica de una
manera mas precisa el calor que puede obtenerse realmente en la
combustión es por tanto el valor que debe usarse en la
práctica; sin embargo no existiendo un medio para
determinarlo directamente, debe calcularse.
Hugot [7] referencia varias ecuaciónes para determinar el
V.C.N. Estas diferentes formas de calcular el V.C.N. dependen
básicamente, de si el bagazo está húmedo o no y de la cantidad de
sacarosa contenida en el bagazo , debe tambien tenerse en cuenta
el agua producida por la combustión, que origina una pérdida de
calor al evaporarse en el hogar de la caldera; por esta razón
el valor calorífico neto de un combustible seco está dado por:
\
V.C.N. = V.CS. - 600 * E Kcal/Kg de combustible (EC1)
Donde E = Peso del vapor de
gases producidos por la combustión de
en kilogramos.
agua
1 Kg
presente en los
de bagazo, expresado
La combustión del hidrógeno toma lugar de acuerdo con la
siguiente reacción y debe tenerse en cuenta por la
correspondiente aparición de agua.
H2 + 1/202 = H20
2g + 16g= 18g
El peso del agua formada es entonces igual a 9 veces el peso del
hidrógeno; por consiguiente se tiene que para un combustible
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seco:
E = 9"'H (Ec.2)
Donde H = peso del hidrógeno contenido en 1 Kg de
combustible.
Remplazando la Ec. 2 en la Ec. 1 tenemos que:
V,C.N. = v.e.s.
= v.e.s.
5,400
9,720
...
...
H
H
Kcal/Kg
BTU/Lb
(Ec. 3)
Valor Calorífico Superior del Bagazo Seco. A pesar de las
diferencias que en apariencia pueden presentar las diferentes
variedades de caña, el valor calorífico superior del bagazo seco
se puede considerar constante en todos los países y en todas las
variedades de caña. En la siguiente tabla se presentan distintos
valores del V.C.S. para diferentes variedades de caña en el mundo
[71.
Como podemos observar se cometerá un error m~n~mo al
.~ considerar el valor calorífico superior del bagazo seco como:
v.c.s. = 8,280 BTUlLb = 4,600 KcalJKg
Tabla 1. VALOR CALORIFICO SUPERIOR DE BAGAZO SECO
V.CS. del bagazo seco
Autor País Referencia Kcal/Kg BTU/Lb
Behne Queensland L5.J.(l935) Pg.160 4,542 8,177
Hedley Sudáfrica r.S.J.(l936) Pg.349 4,585 8,253
Gregory Cuba F.A.5.(l944) Pg.126 4,691 8,444
Gregory Pto.Füco EA.S.(l944) Pg.26 4,594 8,270
Promedio 4,603 8,286
Valor Calorífico Neto del Bagazo Seco. El contenido de
hidrógeno del bagazo seco es del 6% al 7% [71; tomando como
promedio el 6.5% tenemos que la ecuación 3 queda:
V.eN. =v.es. (0.065 "" 9 720) =8,280 - 630 = 7,650 BTU/Lb
V.eN. =4,249 Kcal/Kg
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Valor Calorífico del Bagazo Húmedo. Partiendo del valor
calorífico de bagazo seco, podemos llegar ha desarrollar una
expresión que calcule el V. C. del bagazo húmedo, teniendo
encuenta la tabla 2 tenemos que es la siguiente:
F
V.CS. = 4,600 * -----------
100
S
+ 4,000 * ----------
100
Kcal/Kg
Tabla 2. VALOR CALORIFICO DE LOS COMPONENTES DEL BAGAZO
VALOR CALORIFICO
Componente Kcal/Kg BTU/Lb
Fibra (F)
Azúcar (S)
Agua (W) o
7,120
O
El agua no solamente tiene un valor calorífico nulo sino
que ademas absorbe calor al evaporarse durante la combustión
(V.C.N.) :
F S lOO-W W
( 100 - W ) V.eN. = 4,600 * --- + 4,000 * ---- - 350 *------ - 600 *---- Kcal/Kg
100 100 100 100
de donde:
V.CS. = 46*F + 40*5 Kcal/Kg
V.eN. =46*F + 40*5 - 2.5*W - 350
(Ec.4)
Además de la fibra, el agua y el azÚcar, el bagazo contiene
glucosa y mieles secas, que poseen un valor calorífico de 3,743
Kcal/Kg y 4,100 Kcal/Kg respectivamente. Todas éstas materias
solubles se pueden incluir junto con la sacarosa y se tendrá:
F = 100 S' - W (Tomando como base de cálculo 100 Kg de
bagazo húmedo)
Donde 5'= Sacarosa + combustible no azúcares
con valor calorífico medio =4,000 Kcal/K~g,--, _
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Con una pureza del jugo residual del ochenta por cien (80%) se
tiene:
s
S' = = 1.25 * S
0,80
de donde:
F = 100 - 1.25 * S - W
Reemplazando en la ecuaci6n 4, S por S'y F por su valor tenemos:
v.es. = 4,600 - 17.5*5 - 46 *W (Keal/Kg)
V.eN. = 4,250 - 17.5*5 - 48.5 *W
V.C.S. = 8,280 - 13.5*5 - 82.8 *W (BTU/Lb)
V.CN. = 7,650 - 13.5*5 - 82.5*W
(Ee.5)
(Ee.6)
Teniendo en cuenta los materiales insolubles (glucosa y mieles
secas) separados de la sacarosa, la ecuaci6n del V.C.S. varía de
la siguiente manera:
F S 1
v.es. =4,600 ----- + 3939 --- + 3921 -----
100 100 100
(Ee.7)
Donde I: Kgr de insolubles en 100 Kg de bagazo húmedo.
(3939 y 3921 son los valores de entalpias de combusti6n de la
sacarosa y los insolubles en Kcal/Kg).
Siguiendo la misma metodología en la obtenci6n del V. C. N. se
tiene que:
V.C.N. =46*F + 39.39*5 + 39.21*1 - 2.5*W - 350 (EC.8)
La . posibilidad de incrementar tal valor calorífico, con una
fermentaci6n alcoh6lica~ supone una mejor disponibilidad
energética del combustible a usar (bagazo húmedo), por efecto del
alcohol producido.
2.2 La fermentación Alcohólica
La fermentaci6n Alcoh6lica puede ser definida como un
proceso en donde un sustrato orgánico, sufre cambios
estructurales por acci6n de una catálisis bioquímica enzimática,
realizada por microorganismos específicos.
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Históricamente la fermentación fue asociada con la conversión de
azucar en alcohol etílico y dioxido de carbono y asi fue como a
principios del siglo XIX Gay Lussac sintetizó el proceso en la
siguiente reacción .
(C6H1206)2 =4C02+4 C2HSOH
Sacarosa Etanol
Pero la fermentación no solo produce alcohol etílico, en
las fermentaciones dia a dia se amplia la gama de productos
alcanzables, actuando no solamente sobre el microorganismo en
uso, sino tambien en el resto de variables que intervienen
(sustrato, acidez, medio de cultivo, etc.J.
Las fermentaciones se clasifican de varias formas
dependiendo de diferentes factores entre los que podemos enumerar
el sustrato a usar, el medio de cultivo, la utilización que se
le dara al producto y Otros.
La fermentación que se adelantará en el presente proyecto
será una fermentación alcohólica en medio sólido, para
especificar mejor el término, usaremos la definición propuesta
por Losane y referenciada por Saucedo [8] ... wLa fermentación en
medio sólido; consiste en un procedimiento microbiano donde el
cultivo se desarrolla no solamente en una superficie, sino que
tambien puede ocurrir en el interior de una matriz porosa sólida
y en ausencia de fluidos líquidos. Tal matriz porosa puede estar
constituida de un sustrato húmedo donde el soporte, inerte, es
capaz de absorver los nutrientes que se difunden en solución".
En la tabla 3 resume las ventajas de la fermentación en medio
sólido.
Tabla 3. FERMENTACION EN MEDIO SOUOO.
ppales Ventajas
Simplicidad en el medio de
cultivo.
Disminución de contaminantes
por la baja humedad del
medio de cultivo.
Condiciones de cultivo cercanas
a las naturaleza.
Ppales desventajas
Riesgo de una exesiva
elvación de temperatura
Nesecidad de pretratar
el soporte.
Volumen de fermentación más
pequeño que el del cultivo
sumergido, para igual cantidad de sustrato.
La Fermentación sólida a su ves, se clasifica dependiendo
de si el soporte es inerte o si tambien hace las veces de
sustrato.
.
.
.,
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Para el caso nuestro, el bagazo hace las veces de sustrato
y soporte .
Las reacciones producidas y la entalpia involucrada en
cada una de ellas es [11 :
REACCION
1) C12H220n + H20 = 2 (C6H1206)
SACAROSA + AGUA (GLUCOSA & FRUCfOSA)
2) 2 (C6H1206) = 4 (C2H50H) + 4 (C02)
GLUCOSA & FRUCTUOSA = ETANOL
CAL/GRMOLSACAROSA
8,32
33)6
1
Las anteriores reacciones nos muestran, que en codiciones
ideales, de un gmol de sacarosa se obtienen 4 gmol de etanol y
que en ese paso se liberan 41.48 cal/gmol de sacarosa (0.218
BTU/Lb sacarosa); teniedo en cuenta que el valor calorífico neto
del bagazo es de 1,835 Kcal/Kg de bagazo húmedo (3,303 BTU/Lb de
bagazo húmedo) (Pag. 10), con un contenido de sacarosa del 3% ;
la maxima liberación de energía del proceso fermentativo sería de
2.42*10 3 Kcal/Kg de bagazo húmedo (4.356*10 3 BTU/Lb bago hum.)
que representa un valor despreciable frente al calor producido en
la combustión del bagazo.
A continuación se listan los calores de combustión de los
compuestos involucrados en el proyecto, [91.
Tabla 4. CALORES DE COMBUSTION
Compuesto Calor combustión
Kcal/Kg BTU/Lb
Etanol 7,200 12,960
Fibra 4,600 8,280
Sacarosa 3,939 7,090
Bagazo húmedo 1,835 3,303
Como podemos ver el uso de etanol podría incrementar la
cantidad de vapor generado en las calderas, al tener un calor de
l combustión mayor.
~. El estudio deberá al final definir la conversión de sacarosa a
alcohol asi como el balance energético en la caldera, usando el
bagazo con y sin fermentación.
conocer valores de
la sacarosa en
en calderas y
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3. METODOLOGIA
El desarrollo del proyecto está planteado en dos grandes etapas
clasificadas por el tipo de actividades a realizar en ellas.
3.1. ETAPA TEORICA. Consta de las siguientes actividades:
Revisi6n bibliográfica.
visitas a ingenios para revisar procesos energéticos.
Cálculo te6rico del poder calorífico del bagazo antes y
después de la fermentaci6n.
Revici6n de las opciones teoricas de recuperacion del
alcohol producido.
3.2. ETAPA EXPERIMENTAL. Durante esta etapa se revisaran
algunas actividades de la etapa uno (1) con un enfoque practico y
se adelantara la fermentaci6n alcoholica del bagazo. Las
actividades a realizar son :
Fermentaci6n alcoh6lica del bagazo en medio s6lido (30% y 50% de
humedad) .
Reproducci6n de condiciones ambientales de los ingenios y diseño
del silo empacado.
Balance de materia y energía del proceso fermentativo.
Determinaci6n de la bioconversi6ne azucares.
Determinaci6n del poder calorífico del bagazo despues de la
fermentaci6n con 30% y 50% de humedad (Con y sin etanol)
Programa de actividad:
* Estudio del rendimiento de las calderas con alcohol y sin
los niveles de sacarosa habituales.
* Vis'i tas a 3 ingenios azucareros para
trabajo (kg/dia de molienda , concentraci6n de
bagazo a la salida del molino,kcal/kg bag hum
forma de cálculo ).
\
* Inicio del estudio de
recuperaci6n del etanol obtenido.
opciones y mecanismos de
.;
Propuestas, conclusiones e informe final.
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4. RESULTADOS
Haciendo uso de ecuación 8, podemos desarrollar una
expreción que tengan en cuenta el aporte energético del alcohol
producido en la fermentación alcohólica; esta expresión es la
siguiente:
V.eN. = 46 *F + 39.3 * + 39.21 *1+ 72 * E - 2.5*W - 350
Donde E : Kg de etanol producido.
(Ec.9)
Tomando como base de cálculo 100 Kg. de bagazo húmedo,
teniendo en cuenta la ecuación de reacción de la sacarosa en
etanol y C02 que se producen en la fermentación (Ec . . 12) asi que
ésta posee una pureza del jugo residual del 80% tenemos para la
salida del fermentador la siguiente expresión genérica, tenemos
que:
100 = F + S + E + 1 + C02 + W (Ec.lO)
De los compuestos del lado derecho de la Ec.10 el C02 es
el único inocuo en la combustión del bagazo , en tanto que él ya
no puede oxidarse mas , pero debe tenersele en cuenta en el
balance de materia. Luego de la fermentación y haciendo uso de la
Ec.1 O, podemos expresar a F (fibra) en función de los demas
compuestos. Es asi como se llega a la Ec.11
Donde
F = 100 - S - E - 0.5146 X - 1 - W
x= kg de sacarosa que reaccionan
(Ec.11)
Teniendo en cuenta la relación estequiométrica dada por las
reacciones involucradas en la fermentación , se establece el
balance de materia para el proceso de fermentación con
diferentes converciones.
1 H20 + 1 sacarosa ---> 4 Etanol + 4 C02
18 kg 342 kg 184 kg 176 kg
(Ec.12)
Por tanto la relación estequiométric8. de sacarosa a etanol
expresada en kg es
184 kg Et
= 0.538
342 kg sac
~ y la relación estequiométrica entre H20 y el etanol es:
; .
18 kg H20
184 kg Et
= 0.10
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En la Ec .11 el término correspondiente al di6xido de
carbono a sido reemplazado por otro que tiene en cuenta la
relaci6n estequiométrica de aparici6n del Co2 y la conversi6n de
la sacarosa (expresada en kg de sacarosa que reaccionan). Al
tener en cuenta los cambios de concentraci6n en la sacarosa (S)
, el etanol (E) , y el agua (W) podemos obtener y expresar el
V.C.N. en funci6n de los compuestos presentes despues de la
fermentaci6n. Reemplazando F de la Ec.9 en la Ec.11 tenemos.
V.C.N. = 4581.048 - 6.7*8 - 6.79*1 + 26*E - 48.5*W - 350 (Ec.13)
La tabla número 5 presenta de manera explicita el cambio
en la 'concentraci6n de cada uno de los compuestos presentes al
alcanzar la conversi6n de sacarosa a etanol; la última columna
muestra para converci6n tomada cual es el V.C.N. En este caso se
considera un bagazo de 50% de humedad, lo que es el promedio
normal.
Haciendo una regresi6n lineal podemos obtener una relaci6n
directa entre la conversi6n de la sacarosa y el V.C.N.
V.eN. = 55.705 * X + 1785.89 (Ec.14)
La ecuaci6n 13 posee un coeficiente de correlaci6n r= 0.9999
La tabla número 6 sigue el mismo patr6n de calculo de la
tabla 5 pero se parte de una humedad menor (30%). Al analizar los
resultados alcanzados hasta ahora y que presentamos en las tablas
5 y 6 se podria decir que para efectos de elevaci6n del V.C.N.
del bagazo en calderas, la fermentaci6n del bagazo no es una
alternativa a considerar , el secado del bagazo antes de entrar
al generador de vapor, en cambio, incrementa el V.C.N. en un
54% convirtiendose en un elemento de estudio muy interesante para
el sector azucarero .
Sin embargo falta efectuar un estudio mas detallado del
rendimiento de las calderas usando el bagazo con alcohol y sin
los niveles habituales de sacarosa , cuando se tengan los
resultados de tal estudio podremos conocer realmente que pasa,
con la fermentaci6n alcoh6lica del bagazo para efectos
energéticos.
Revizando desde otra optica (ya no la energética) la
fermentación alcoh6lica del bagazo podria ser atrayente si se
tiene en cuenta que pór esta via , un central azucarero de la
regi6n estaria en capacidad de producir unas 7 toneladas dia de
alcohol (ver tablas 7, 8 y 9).
Este término ha sido obtenido contando con una molienda
promedio de 8000 ton/dia de caña y una conversi6n del 30% desde
la sacarosa al alcohol asi como una recuperaci6n del 60% en el
etanol producido.
...
.;
•.. .. .....
.
..
.
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TABLA 5. CAMBIO DEL V.C.N. CON RESPECTO A LA CONVERSION
* Kcal I Kg de Bagazo Húmedo.
** Contando con 100% de aprovechamiento en la caldera.
*** El % de fibra e insolubles no varía ( 47% Y 0.48% respectivamente ).
TABLA 6. CAMBIO DEL V.C.N. CON RESPECTO A LA CONVERSION
K~ ~~::: r~.~::: ~~:::: :K€)~e:::~t:: Kg:::d~:::~~::: :K€>deAt: V:·:C:·:N:·:· :Pe.Sr.(} :::ltn~~gt~>:::::-:-:. '-:.:-:-:.:-: . ':':~:::::~:",:;'::&:n~~ i : ~l?-~::::t:.~~: ije.Si~-ues:::: i.l~~~~~::: (f:r:tm~~ff Ec·····12· :total::: tQtf.d>:kf.¡~t:e.i.:ón:::::::::: : i.:Gtr~nf.i.::::::: :de::tei1ci/ de:::t~tn:i~: ::::2:~*»: :Kg(::6~:H ::}:(::*~::::)::}:
O I 0.00 30.00 2.40 0.00 2775.09 80.00 222007.20
20 I 0.48 29.97 1.92 0.26 2781. 49 79.75 221823.83
30 I 0.72 I 29.96 1.68 0.39 2784.69 79.63 221744.86
40 I 0.96 I 29.95 1.44 0.52 2787.82 79.51 221659.57
50 I 1.20 I 29.93 1.20 0.65 2791.36 79.38 221578.16
60 1.44 29.92 0.96 0.78 2794.27 79.26 221473.84
70 1.68 29.91 0.72 0.90 2797.47 79.14 221391.78
80 1.92 29.90 0.48 1.03 2800.53 79.01 221269.88
90 2.16 29.88 0.24 1.16 2803.88 78.89 221198.09
100 I 2.40 I 29.87 I 0.00 I 1.29 2807.12 78.77 221116.84
* Kcal / Kg de Bagazo Húmedo.
** Contando con 100% de aprovechamiento en la caldera.
*** El % de fibra e insolubles no varía ( 47% y 0.48% respectiv~nente ) .
~
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TABLA 7. RECUPERACION DEL 20%
% conversión sacarosa ! Tonelada de alcohol dia
....................................................-- __ ; .
..........................................................................._- --.-.-_ - .
W lA9
:::::::::::::·:::::::::::::::::::::~5:::00::::::::::::::'::::::::::::::::::::::r.::""::::::::::::::::::::::::::::I:?{·:::::::::::::::::::::::::::.
.............................................................................: 3..:?~ ..70 : 5.23
...- _-·······---············7······························· __ .90 6.72
TABLA 8. RECUPERACION DEL 50%
20 . 3.73
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• _•••••.••• -.-.- ••• '<••• -••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• -30 ! 5.60
............·· · 50 ·..· ·¡ ·9-:3S · · ..
....................................70 T iiúj" · · ·
..·· ·9Ú --r · ·..·i6~·8i ·..
TABLA 9. RECUPERACION DEL 70%
% conversión sacarosa ! Tonelada de alcohol dia
......................................................······················1······························· .
20 5.23
...........................................................................................................................................................30 7.84
.. ··· SÚ · ·¡-- '1'3':'1'0 ·..
=:~~:rj~~L=
PERFIL DE TEMPERATURAS CON RESPECTO AL TIEMPO DE COMBUSTION
l
I Serie 1
62 4
TIEMPO
T27,5 .
E27,4······················ H •••
M
P27,3
E27,2 - ·H.···
R
A27,1
T 27·
U
R26,9
A26,8 r------.,.......---,.------,
O
Para un peso de 0,3891 g. de bagazo, con un
2,48 % de humedad.
.,
PERFIL DE TEMPERATURAS CON RERPECTO AL TIEMPO DE COMBUSTION
642
29,7
T
E29,6
M
P 29,5
E
R29,4
A
T 29,3
U
R29,2
A 29 1--J----_~------,----___r,
O
..
..
TIEMPO
Para un peso de 0,9068 g. de bagazo, con un 49,85 %
de humedad.
(1
••
PERFIL DE TEMPERATURAS CON RESPECTO AL TIEMPO DE COMBUSTION
62 4
TIEMPO, MIN.
o
29,3mmmmmmmmmm l.Serie 1I
29,2
29 .
C29,1
T
E28,9
M
P28,8
. 28 7-J-----,...----,...----,,
O
Bagazo de 24 h de fermentación, con un peso
de 0,6260 g
..
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